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RESUMEN

Con el fin de incrementar la afinidad celular del poli (acido lactico), PLA, por los fibroblastos,
en el presente trabajo se realizé la modificacion superficial de peliculas de este polimero,
mediante tratamientos con plasma. Para esto se injertd acido acrilico (AA) sobre la
superficie del PLA para mejorar la humectabilidad de las peliculas, asi como su quimica
superficial. Los tratamientos de modificacion superficial se llevaron a cabo mediante un
pretratamiento con plasma de argén (a 30 W y 3 min) para activar la superficie del material,
y posteriormente se sometio a las peliculas de PLA a un tratamiento de plasma de acido
acrilico, variando tanto la potencia del plasma (20, 30 y 40 W) como el tiempo de exposicién
(2.5 y 5min). Los cambios superficiales inducidos en las superficies de las peliculas fueron
monitoreados mediante varias técnicas analiticas como FTIR, XPS, angulo de contacto,
entre otros. Los resultados obtenidos indican que, tanto la potencia del plasma, como el
tiempo del tratamiento, producen un aumento en la humectabilidad de las peliculas
reduciendo su angulo de contacto. Los resultados de XPS revelaron un cambio en la
quimica superficial y; los resultados de AFM arrojaron un aumento en la rugosidad de las
peliculas de PLA. Aunque ambas variables influyen en el cambio de la quimica, la rugosidad
y la hidrofilia de las peliculas, el tiempo de exposicion es el que produjo el mayor impacto

en las propiedades superficiales del material.



ABSTRACT

In order to increase the affinity of fibroblast cells for poly (lactic acid), (PLA), in the present
work the surface modification of this polymer was carried out by means of acrylic acid (AA)
plasma treatments. In order to achieve this, a two-step surface treatment method was used
which consisted of a pretreatment with argon plasma at 30 W for 3 minutes, to activate the
material surface, and later submit the PLA films to an AA plasma treatment, varying the
power plasma (20, 30 and 40 W) and time (2.5 and 5 min). The surface modification was
monitored by different analytical techniques such as FTIR, XPS, and water contact angle,
among others. The results indicated that the AA was grafted onto PLA films surface and,
that both, the plasma power, and the treatment time increased the wettability of the films by
reducing their contact angles. XPS results showed a change on the surface chemistry and
AFM results exhibed an increase on the roughness of PLA films. Although both variables
had influence on the chemistry surface, roughness and hydrophilicity of the films, exposure
time had the highest impact on the material surface properties. On contrary, variables

studied in this work (power and time) had no clear effect on fibroblast cell viability.



INTRODUCCION

En los ultimos anos, los biomateriales se han consolidado en el campo de la medicina,
causando el interés de investigadores de diferentes areas. Recientemente se ha estudiado
la interaccion entre diferentes tipos de células con materiales biomédicos, debido a que los
materiales compatibles con las células son de gran importancia en muchas aplicaciones
biomédicas [1]. Cuando los materiales utilizados en medicina no son biocompatibles o
bioactivos, se requiere la modificacién superficial de éstos para que mejoren su desempefio
in vivo. Una técnica utilizada para crear superficies compatibles con fluidos o tejidos
humanos es la modificacion quimica de superficies por la técnica de plasma [2]. El objetivo
que se pretende alcanzar durante las modificaciones superficiales de los materiales es
imitar la naturaleza del tejido u 6rgano a reemplazar (biomimetismo), con la idea de mejorar
su desempefio y promover de esta manera su interaccion con células y/o tejidos. Entre los
materiales que se han utilizado para diversas aplicaciones biomédicas se encuentran los
metales, los ceramicos y los polimeros; entre estos ultimos destacan por su importancia la
poli(e-caprolactona) (PCL), el poli (acido lactico) (PLA), el poli (lactico- co-glicolido) (PLGA)
entre otros [3]. El caso del PLA, es interesante ya que, aunque esta aprobado por la Agencia
de Drogas y Alimentos (FDA) de Estados Unidos, presenta una pobre bioactividad, una
energia superficial baja y una alta hidrofobia, lo que conduce a una poca afinidad celular y
por lo tanto no promueve la regeneracion de tejidos [4].

Para que las células puedan adherirse y proliferar en los materiales poliméricos, deben
tomarse en cuenta varios aspectos fisico-quimicos de la superficie del material, como son:
la humectabilidad (hidrofilia/hidrofobia de la superficie), su quimica, la carga eléctrica, la
topografia, la rugosidad, la rigidez, etc., [1]; lo anterior, puede ser modulado a través de la

introduccion de grupos funcionales especificos en la superficie del polimero [5].

La modificacion superficial por la técnica de plasma es un método utilizado para mejorar la
biocompatibilidad de la superficie de un material, mientras mantiene intactas las
propiedades volumétricas del mismo, tales como sus propiedades fisicas, mecanicas y de
biodegradabilidad [5]. El plasma es un gas ionizado que contiene iones positivos,
electrones, atomos de gas neutros y moléculas con suficiente energia para reorganizar la
estructura electrénica de las especies presentes en la superficie del material. Los radicales
libres creados durante la activacién en el tratamiento con plasma, pueden interactuar con

las particulas un gas e injertar de esta manera nuevos grupos funcionales en la superficie



del polimero. Entre los grupos de naturaleza que pueden ser injertados para mejorar las
propiedades de adhesion celular en polimeros se encuentran: los carboxilo (-COOH),
hidroxilo (-OH), amina (-NH) [6]; y entre éstos, el grupo carboxilo es uno de los mejores

grupos para la adhesion celular [5] [7].

El acido acrilico (AA) es el acido carboxilico insaturado mas simple; se usa comunmente en
procesos de injerto para aumentar la adhesion celular, ya que actia como un conector para
unir proteinas al sustrato. El doble enlace carbono-carbono en la estructura quimica del AA
se une facilmente con el sustrato, conservando las propiedades fisico-quimicas del mismo
[5].

Las condiciones que generalmente se varian en los tratamientos con plasma son el tipo y
el flujo de gas, la presion de salida y el tiempo de exposicién de la pieza. Este ultimo
parametro es de especial interés ya que la sobreexposicion del material al plasma puede
generar la creacion de capas de débil cohesién, perjudiciales para la adhesion [6].

Con el fin de incrementar la bioactividad de las peliculas de PLA en este trabajo se propone
la modificacion superficial por plasma del PLA con injertos de AA, variando el tiempo de
exposicion y la potencia del plasma. Los cambios en la superficie del sustrato se
observaran por Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR),
Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos-X (XPS), Microscopia Electronica de Barrido
(SEM), Microscopia de Fuerza Atémica (AFM), angulo de contacto, asi como se
determinara la densidad de grupos carboxilo obtenida en cada caso mediante la técnica de
azul de o-toluidina (TBO). Asi mismo, se realizara la evaluacion bioldgica de las peliculas
de PLA con fibroblastos, para determinar la interaccion entre las células y el material a

través de técnicas espectrofotométricas.



ANTECEDENTES

El tratamiento con plasma utiliza generalmente gases no polimerizables como el Ar, N,
02 y CO2, que conducen a la formacién de grupos funcionales como hidroxilo, amino, amida,
carboxilo, hidroperoxido y carbonilo. La presencia de estos grupos en la superficie de un
material puede alterar la humectabilidad, la topografia, la morfologia y la biocompatibilidad

de las superficies poliméricas [8], [9].

El injerto inducido por plasma es un método bastante exitoso, que ha sido empleado para
mejorar la biocompatibilidad de diferentes polimeros; algunos monémeros que se han
utilizado para esto son el acido acrilico, el acido metacrilico y los monémeros de acrilamida
[9]. Es importante mencionar que el injerto de grupos funcionales mediante tratamientos
con plasma mantiene las modificaciones logradas por tiempos prologados, en comparacion
con los resultados obtenidos mediante tratamientos con plasma de gases no polimerizables,

en donde los cambios generados en la superficie son transitorios [10].

En 1998, Lee [11] estudi6é la adhesién de distintos tipos de células, sobre superficies
poliméricas con diferentes gradientes de humectabilidad. El autor encontré que las células
se adherian y proliferaban en la superficie del material con una hidrofilicidad moderada [11],
[12]; asi mismo, la adhesion maxima de las células aparecié aproximadamente a un angulo

de contacto con el agua de 57° [11].

En 2004, Janorkar [13] injertd grupos de AA a peliculas de PLA previamente tratadas con
plasma de oxigeno; dichas peliculas mostraron un aumento significativo en la hidrofilia del
material ya que el angulo de contacto disminuy6 de 80° a 45°. Mas tarde, Park (2007) [14]
injertd AA sobre peliculas de PLA y observd una mejora en la bioactividad del material
debido al aumento en la hidrofilia del material. EI aumento en la hidrofilia del PLA con

injertos de AA también fue confirmado mas tarde por Yun Zhao et al [15].

En los trabajos en donde se injerta AA sobre diferentes materiales poliméricos, los
resultados obtenidos varian considerablemente ya que han estudiado infinidad de
parametros como el tipo de material, la potencia. Gupta 2007 [8] injerté grupos de AA sobre
un monofilamento de polipropileno y, el angulo de contacto en agua pasé de 88° a 23°, para

un grado de injerto de 42 ug/cm?; se concluyo que el angulo de contacto disminuye a medida



que aumenta el grado de injerto. Estos resultados concuerdan con los trabajos de Tamada
(1993), Gupta (2002) y Cheng (2004) [5], [16], [17].

Posteriormente, en 2012, Gupta llevd a cabo el injerto de AA sobre un monofilamento de
PCL, con un pretratamiento con plasma de oxigeno. Ellos determinaron que la presencia
de grupos carboxilicos polares (proporcionados por el acido acrilico) modifica la superficie
hidréfoba del PCL a una mas hidréfila. Por otro lado, se observd que el grado de injerto
aumentd con el incremento de la potencia y el tiempo de tratamiento sobre el monofilamento
de PCL [18][19]. En estos estudios, el factor predominante en el grado de injerto fue el
tiempo de tratamiento, observandose una reduccién del angulo de contacto y, por ende, un

aumento en la humectabilidad, a mayores tiempos de exposicion.

En lo que respecta a estudios bioldgicos, existen reportes sobre el comportamiento de las
células en la superficie de los polimeros que han sido sometidos a tratamientos con plasma
para injertar AA. Por ejemplo. en 2002, Mirzadeh [20] injertd grupos de AA, mediante
tratamientos con plasma, sobre una superficie de poli (tereftalato de etileno) (PET),
obteniendo un grado de injerto de 102 ug/cm?. Sus resultados también indicaron que la
polimerizacién por injerto del AA redujo la adhesion de plaquetas y evité la formacion de
trombos. En 2004, Cheng [5] modificod superficialmente una pelicula delgada de PCL con
injertos de AA. Ellos estudiaron las peliculas de PCL sin modificar y observaron poca
adherencia y proliferacién celular de fibroblastos dérmicos humanos en la superficie de la
pelicula de PCL. Asi mismo, en las peliculas con injertos de AA no se observé la
proliferacion de fibroblastos y no se obtuvo un resultado detallado del comportamiento de

las células sobre las peliculas con injertos de AA.

En 2010, Saxena [21] estudié el comportamiento celular de fibroblastos de ratén 3T3 suizos,
sobre suturas de polipropileno injertadas con AA, obteniendo grados de injerto de 24
pug/cm?y 199 ug/cm? de AA. La polimerizacién por injerto de AA sobre la superficie del
polimero condujo a una drastica reduccién en la adhesion y proliferacion celular,
particularmente con un grado de injerto de 199 ug/cm?. El caso contrario ocurrié con la
sutura correspondiente al grado de injerto de AA de 24 ug/cm? en donde se obtuvo
adhesion y proliferacién de las células. Gupta 2002 [17] obtuvo resultados similares a los
de Saxena cuando estudié el comportamiento de células de musculo liso humano, sobre

peliculas de PET modificadas superficialmente por plasma con injertos de AA. Observé que



las células se adhieren a la superficie de la pelicula no modificada, pero su crecimiento fue
muy lento. En contraste, en la superficie modificada con injertos de AA (con una densidad
de 5 pg/cm?), las células no muestran una tendencia a adherirse a la superficie y mueren
rapidamente; se llegd a la conclusion de que los injertos de poli(acido acrilico) en ciertas

cantidades, resultan toxicos para las células musculares lisas [17], [22].

Estudiando a fondo los trabajos previos, se pudo observar que al aumentar las
concentraciones de los grupos funcionales pertenecientes al AA (carboxilos), se reduce el
angulo de contacto, aumenta la energia superficial, se modifica la topografia del polimero y
aumenta la densidad de injerto sobre el material; sin embargo, la mayoria de estos trabajos
enfocan sus esfuerzos en injertar grandes cantidades de AA sobre la superficie (como si
esto garantizara a priori una mayor adhesion y proliferacion celular) y son pocos los estudios

que reportaron los efectos del plasma de AA en pequefias concentraciones.

Detomaso (2005) [23], [24] estudido el comportamiento celular de fibroblastos sobre
superficies modificadas con plasma de acido acrilico. El autor reporta una buena adherencia
y proliferacion celular sobre peliculas de poliestireno (PS) injertadas con plasma de AA, con
una baja densidad de grupos carboxilicos. Ademas, postulé que los fibroblastos tienen una
marcada tendencia a migrar e interactuar con las superficies modificadas con AA y sugiere
la posibilidad de usar estas superficies para aplicaciones donde se necesiten interacciones
de sustrato celular definidas. Asi mismo, menciona la problematica de encontrar una clara
correlacion cuantitativa entre la densidad de ciertos grupos quimicos en la superficie y el
comportamiento celular, ya que existen factores como la estabilidad, morfologia y
humectabilidad que afectan la adhesion de proteinas en las superficies y el comportamiento

de las células adheridas en dicha capa de proteinas.

Un estudio que sustenta la hipotesis de Detomaso (2005) fue el desarrollado por Gupta
2001 [19], quien estudié el comportamiento de las células sobre peliculas con injertos de
AA inducidos por plasma; el estudio menciona que existe una correlacion entre el grado de
injerto del AA en pequenas cantidades y la adhesion celular. El autor estudio el cultivo de
células de musculo liso vesical sobre una superficie de PET modificada con acido
poliacrilico (PAA) y densidades de injerto de 0.4 y 5 pg/cm?. Se observé que con una
concentracion de 5 pg/cm? de PAA, las células de musculo liso no se adhirieron vy, por el

contrario, hubo muerte celular. Por otro lado, en superficies con una densidad de injerto de



0.4 yg/cm?de PAA, las células musculares lisas de la vejiga se adhirieron y crecieron hasta
la confluencia (la cobertura de toda la superficie). Se concluyd que el exceso de
concentracion de AA pudo haber sido toxico para las células y que la toxicidad dependia de

la densidad de injerto de grupos carboxilo.

De la revision bibliografica anterior se tiene que la adhesién y proliferaciéon de células sobre
la superficie de un material depende de la morfologia de la superficie, la humectabilidad y
la concentracion de los grupos funcionales [8], [10], [11], [20]-{22], [25], con una estrecha
relacion entre uno y otro. Esta idea sera de suma importancia para el presente estudio, ya
que se procurara encontrar una densidad de injerto que permita un grado de humectabilidad
adecuada (ni muy hidréfobo ni muy hidréfilo), para propiciar que las células proliferen en la
superficie del PLA, pero sin llegar a grados de injerto muy grandes, pues se corre el riesgo

de dafar las células con un exceso de polimero injertado.



JUSTIFICACION

La ingenieria de tejidos (IT) es un area de investigacion que se ha desarrollado rapidamente
en los ultimos treinta afos, para tratar de desarrollar materiales que permitan la
regeneracion de tejidos y érganos en una variedad de aplicaciones como piel, hueso, tejido
neural, tejido cardiovascular, entre otras. Para poder alcanzar el objetivo antes mencionado,
se deben de resolver una infinidad de problematicas asociadas a este campo del
conocimiento. Uno de los principales problemas que debe ser resuelto, cuando cierto
material es usado en el campo de la IT, es de la bioactividad. En este sentido, se ha
encontrado que los materiales de origen natural presentan una bioactividad aceptable, pero
poseen baja resistencia mecanica. Por otro lado, los materiales de origen sintético
presentan excelente resistencia mecanica pero aun no se logra obtener una buena afinidad

entre la célula y el material, por lo que contindan siendo objeto de investigacion [26].

Por otro lado, a pesar de que el PLA es uno de los polimeros biodegradables mas utilizado
en aplicaciones biomédicas, debido a sus excelentes propiedades mecanicas,
biodegradabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad [27], éste posee una baja energia
superficial, asi como un angulo de contacto con el agua relativamente alto (75-85); lo
anterior conduce a una pobre citocompatibilidad y, en algunas ocasiones, causa inflamacién

como respuesta del tejido circundante por el contacto directo con el material [28]-[32].

Para mejorar la bioactividad (relacion célula - material) de la superficie de un material, se
ha utilizado la técnica de modificacion superficial por medio de plasma con el fin de injertar
monoémeros con grupos funcionales especificos a la superficie de un material, mientras se

mantienen intactas las propiedades volumeétricas del mismo [5].

Como se menciond anteriormente, el PLA posee buenas propiedades mecanicas que le
confieren una alta versatilidad y, si la superficie de este polimero lograra adquirir una alta
afinidad por cierto tipo de células, el material obtenido podria ser utilizado en aplicaciones
como injertos de piel, de hueso, tejido neural, cardiovascular etc., y con ello ayudar a

resolver uno de los obstaculos existentes en la ingenieria tisular.

En este sentido, son pocos los estudios que reportan la adherencia y proliferacion celular

sobre superficies de PLA injertadas con AA; en su mayoria, los estudios concluyeron que



un alto grado de injerto de AA podria resultar toxico para las células [17][33]. Por lo tanto,
en el presente trabajo de investigacion se estudiara el efecto de la potencia y el tiempo de
exposicion, durante el tratamiento con plasma de AA sobre la superficie del PLA, tratando
de obtener un grado de injerto 6ptimo, de tal forma que favorezca la proliferacion celular en

contacto directo con el material.
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HIPOTESIS

Es posible establecer una correlacion entre la densidad de injerto de grupos carboxilo
(COOH) presentes en la superficie del poliacido lactico (PLA) modificado y la viabilidad

celular de fibroblastos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto del tiempo y la potencia del plasma de acido acrilico (AA) sobre la

conducta de viabilidad celular de fibroblastos en peliculas de poli (acido lactico), (PLA).

Objetivos especificos

= Modificar superficialmente peliculas de PLA mediante tratamiento con plasma frio

de &cido acrilico (AA).

= Caracterizar las peliculas de PLA modificadas por plasma, utilizando técnicas
analiticas como FTIR, XPS, SEM, AFM, y angulo de contacto.

= Estudiar la viabilidad celular en las superficies de PLA modificado por plasma,

mediante el protocolo con Alamar Blue®.
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1 MARCO TEORICO
1.1 Ingenieria tisular

La ingenieria de tejidos es un campo interdisciplinario y multidisciplinario, que aplica los
principios de la biologia y la ingenieria, para el desarrollo de sustitutos bioldgicos que
restauren, mantengan o mejoren la funcion de los tejidos y érganos [34]. La ingenieria de
tejidos evoca visiones de 6rganos construidos desde cero en el laboratorio, listos para ser

trasplantados a pacientes gravemente enfermos [35].

El término ingenieria de tejidos nacié en 1987 y se desarrolld6 como una alternativa al
trasplante tradicional de 6rganos, debido a la escasez de éstos, o rechazo por parte de los
pacientes. La filosofia de la ingenieria de tejidos parte de la capacidad del cuerpo humano
para curarse a si mismo; es decir, que el cuerpo use sus propios sistemas para recrear
células y reconstruir tejidos y 6rganos, aunque en ocasiones pueda requerir de un sustituto
bioldgico. El proceso de reparacién/regeneracién se ha mejorado en gran medida, gracias
a los avances en la tecnologia médica; entre éstos, se pueden mencionar los avances en
implantes, prétesis y manipulaciones a nivel celular y biomolecular. Uno de los objetivos
mas importante de esta area es el disefio de biomateriales, como los andamios, que
soporten las células y las moléculas de sefnalizacion para la posterior regeneracion del tejido
[26].

La Ingenieria de tejidos aplica los principios de la biologia e ingenieria para el desarrollo de
materiales sintéticos funcionales, que regeneren el tejido dafiado. La ingenieria de tejidos
se compone de tres tecnologias (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.):
a) desarrollo de andamios que sean sustitutos apropiados para la MEC nativa;

b) aislamiento, proliferacion y suministro de células (especificas de tejido / progenitoras)
para permitir la regeneracion funcional del tejido, y

c¢) aislamiento, expresion y suministro de factores de crecimiento, los cuales actuan como

moléculas de senalizacion para inducir / modular la funcién celular [36]-[38].
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Figura 1.1 Tecnologias en las que se cimienta la ingenieria en tejidos [34].

Se sabe que, dentro del cuerpo, las células madre se adhieren a la lamina basal y, la
diferenciacion de éstas esta determinada por el tipo de matriz extracelular (MEC). Uno de
los principales desafios de la ingenieria de tejidos es el desarrollo de andamios cuya
prioridad principal sea imitar la MEC natural. Esta estructura proporciona organizacion
espacial, anclaje y resistencia mecanica para diferentes células dentro de un tejido.
También es responsable del control y la regulacion de las funciones celulares como la
adhesion, la proliferacion, la migracion, la diferenciacion y la apoptosis, al proporcionar
estimulos mecanicos y bioquimicos, lo que a su vez permite la regeneracién adecuada del
tejido [36]-[39].

El ambito de la ingenieria de tejidos involucra el uso de biomateriales que puedan imitar el
entorno natural de las células, para facilitar la viabilidad celular. Los polimeros son los mas
usados como sustituto de tejidos en aplicaciones de medicina regenerativa por su alta
versatilidad [39].

1.2 Biomimetismo

El desarrollo de biomateriales para aplicaciones en ingenieria de tejidos se ha centrado
recientemente en el diseno de materiales biomiméticos que sean capaces de provocar
respuestas celulares especificas y dirigir la formacion de tejido, mediada por reconocimiento
biomolecular, y que pueda manipularse alterando los parametros de disefio del
material [34], [40].
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El término “Biomimético”, proviene de los prefijos griegos “bios”, que significa vida, y
“mimesis”, que significa imitar. La biomimética estudia los principios de la naturaleza, tanto
en elementos, sistemas, mecanismos y procesos bioldgicos (como la sintesis de proteinas
o la fotosintesis); la biomimética tiene como propésito desarrollar productos similares a la
naturaleza mediante mecanismos artificiales que imitan o se inspiran de la naturaleza para
solucionar problemas [41]. Los materiales biomiméticos imitan muchas funciones de la MEC
en los tejidos; por ejemplo, los andamios biomiméticos pueden proporcionar sefales
biolégicas para que las interacciones entre la matriz y la célula promuevan el crecimiento
del tejido; la incorporacion de secuencias peptidicas en los materiales también puede hacer

que el material sea atractivo para la adhesion de especies bioactivas [40].

El objetivo en el desarrollo de modificaciones superficiales biomiméticas es emular a la
naturaleza para disenar biomateriales con mayor funcionalidad. Asi mismo, promueve las
interacciones entre las células y la superficie del sustrato. Esto se puede lograr por medio
de la inmovilizacion de péptidos o de componentes de la MEC sobre las superficies de los
materiales, que liguen receptores especificos de adhesion de las células y promueven la
adhesion celular [3]. La naturaleza puede proporcionar una guia Util con respecto a la
optimizacién en todos los niveles de la compleja relaciéon entre la composicion, sintesis,

montaje, estructura, propiedades y rendimiento de un biomaterial [42].

El material biomimético modificado con moléculas bioactivas se puede utilizar como un
andamio de ingenieria de tejidos que potencialmente sirve como una MEC artificial que

proporciona sefales biolégicas adecuadas para guiar la formacion de nuevos tejidos [40].

El biomimetismo funcional se logra cuando el material se recupera de un organismo
donante, se esteriliza y se remodela para reemplazar un tejido dafiado en un huésped [42].
Habitualmente, también se requiere que el material del cual esta constituido el andamio sea
biodegradable, de forma que vaya desapareciendo con el tiempo, para ser sustituido
progresivamente por el nuevo tejido bioldgico hasta que, finalmente, éste repare el defecto

original [38].

15



1.3 Ejemplos de biomimetismo en la historia

A lo largo de la historia, el ser humano se ha guiado de la naturaleza para el desarrollo de
productos que aporten soluciones a los problemas o, simplemente para facilitar la vida
cotidiana; por ello, se han creado varios productos imitando la estructura, funcién o
mecanismo de la naturaleza. Tal es el caso de las propiedades de super hidrofobicidad con
aplicaciones en los parabrisas y pinturas de exteriores, fuselajes de barcos y aviones,
textiles o paneles, entre otros; donde las gotas de agua resbalan sobre la superficie del
material, creando asi un efecto de autolimpieza. Esta tecnologia surgié al observar la hoja
de loto, que, a pesar de encontrarlas en aguas de estanques con fango, siempre se
mantenian limpias; esta super hidrofobicidad se da por consecuencia de su estructura. Las
células epidérmicas de la hoja forman micro y nano asperezas (o papilas), lo que le confiere
una rugosidad a escala microscopica. A su vez, la superficie de las hojas esta cubierta con
una variedad de ceras compuestas de una mezcla de hidrocarburos con una fuerte

repulsién al mojado (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.a).

Otro ejemplo de biomimetismo aplicado a productos es la piel de tiburdn. Los cientificos se
preguntaban cémo los tiburones pueden moverse a través del agua a altas velocidades; la
respuesta la encontraron en su piel, ya que su ingenioso disefio le permite reducir el
coeficiente de friccion, del 5 al 10 por ciento, y autolimpiarse de ectoparasitos. Los
denticulos de la piel de tiburdn estan ribeteados con ranuras longitudinales (alineadas en
paralelo a la direccion de flujo local del agua (ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.b), lo que permite que el agua se mueva muy eficientemente sobre su superficie.
En 2006, Speedo® cred un traje de bafio de cuerpo entero para nadadores de élite. El traje
esta hecho de poliuretano tejido con una textura basada en los denticulos del tiburén, lo
que, en efecto, les confiere mayor velocidad a los nadadores. Por otro lado, los fabricantes
de barcos y aviones estan intentando imitar la piel de tiburén para reducir la friccion por

arrastre y minimizar la adherencia de microorganismos [41].
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Figura 1.2 a) Gotas de agua sobre hoja de loto. b) Piel de tiburén [37].

1.4 Adherenciay proliferaciéon celular sobre un material

La adhesion desempena un papel integral en la comunicacioén y regulacion celular, y tiene
una importancia fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos. La adhesion
celular es la capacidad de las células para adherirse a otras células, o bien, a la matriz
extracelular (MEC). Estas distintas formas de adhesioén estdn mediadas por moléculas de
adhesion celular (CAM), las cuales se dividen en cuatro grupos principales: las cadherinas,

las integrinas, las selectinas y la superfamilia de inmunoglobulinas [43], [44], [39].

1.4.1 Fases de la adhesion celular

El proceso de adhesion celular se caracteriza por tres etapas (jError! No se encuentra el
origen de la referencia.): acoplamiento inicial de la célula al sustrato, por proyecciones
dinamicas de filopodios (Fase |); posteriormente, las células continian aplanandose vy
extendiéndose sobre el sustrato, lo que resulta en la disminucion de la altura de la célula
(la célula se aplana) y se incrementa el area de contacto (Fase Il). EI proceso de
propagacioén es la combinacion de la adhesién continua, con la reorganizacién y distribuciéon
del esqueleto de actina alrededor del borde del cuerpo de la célula. Por ultimo, se forman
entidades de las células altamente especializadas y distintas, conocidas como adhesiones
o contactos focales. Las adherencias focales enlazan las moléculas de la MEC a los
componentes del citoesqueleto de actina de la célula, mediando asi la sefalizacién

transmembrana. Las células alcanzaran su maxima proliferacion a través de la expansion;
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a su vez, la fuerza de adhesion se volvera mas fuerte (Fase lll). La propagacion celular
parece estar acompafada por la organizacion de la actina en paquetes de
microfilamentos. La fuerza de adhesion se hace mas fuerte con el tiempo, durante el cual

se permite que una célula se adhiera a un sustrato u otra célula [45]-[47].

Fase | Fase Il Fase lll

Cell "a;.:;'f: Cell e Cell ; .
ECM goseesessese eeedebébiese E[.Mgzggiiiiizn

Figura 1.3 Fases de la adhesion celular [42].

De acuerdo con el "modelo de adhesién celular”, cuanto mas se adhiere una célula, ya sea
a otra célula o a la superficie del sustrato, mayor es el nimero de enlaces quimicos que
tiene en su superficie. La adhesion celular esta involucrada en la estimulacion de sefales
que regulan la diferenciacion celular, el ciclo celular, la migracion celular, asi como la
supervivencia celular. La afinidad de las células al sustrato es una consideracion crucial en
el disefio y desarrollo de biomateriales. Los materiales utilizados en los andamios para la
generacion de tejido son necesarios para que actuen como sustrato y promuevan la

adhesion de las células, la proliferacion posterior y la biosintesis celular [46].

1.5 Poli (acido lactico), PLA
El Poli(acido lactico) (PLA) (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), es un

poliéster alifatico compuesto de unidades repetitivas de acido lactico [48]; se caracteriza

por su alta temperatura de fusion (160°C) y una temperatura de transicion vitrea de 60° [4].
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Figura 1.4 Estructura del PLA

El PLA fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, EE. UU.) en la década de
1970 [49] vy, desde entonces, es uno de los polimeros biodegradables mas utilizados en
aplicaciones médicas, andamios para ingenieria de tejidos, dispositivos para la
administracion de farmacos [30], asi como en el envasado de alimentos [50]. Todo lo
anterior es debido a que posee excelentes propiedades mecanicas y tasas de degradacién
aceptables [48][49]. Dentro de las propiedades mecanicas importantes se encuentran la
resistencia al desgaste, resistencia a la traccion, alto médulo de Young, resistencia al
impacto y modulo de flexion [51]. Por otro lado, el PLA tiene algunas limitaciones para
aplicaciones industriales, como lo son una pobre tenacidad, alta fragilidad, baja temperatura

de flexién por calor y baja estabilidad térmica [28].

El PLA puede prepararse mediante diferentes procesos de polimerizacion a partir del acido
lactico, el cual se deriva de fuentes vegetales como el maiz, la yuca y la cafa de azucar
[30],[51]. Dentro de los procesos de polimerizacion del PLA se incluyen principalmente la
policondensacion y la polimerizacion por apertura de anillo, siendo este ultimo método mas
ventajoso que el anterior, puesto que da como resultado PLA de alto peso molecular; no
obstante, también se puede obtener mediante métodos directos como la polimerizacion
enzimatica [51]. La sintesis de PLA requiere un control riguroso de las condiciones de
proceso (temperatura, presién y pH), el uso de catalizadores y largos tiempos de
polimerizacién [51]. Cabe destacar que durante la produccion del PLA se consumen

grandes cantidades de diéxido de carbono [28].
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Por otro lado, la degradacién del PLA tarda de 3 a 5 anos, y se da generalmente por
hidrdlisis cuando se implanta en organismos vivos; el PLA se hidroliza a su a-hidroxiacido
constituyente, luego se incorpora al ciclo del acido tricarboxilico y se excreta. La hidrélisis
del PLA conduce a la escision de los enlaces éster, con la generacién de grupos carboxilos
e hidroxilos [28].

El mecanismo primario de degradacion ocurre mediante un proceso de dos pasos que
comienza con la hidrdlisis, seguido por un ataque bacteriano [51]. En la primera fase, el
agua penetra en las cadenas del PLA, atacando preferentemente los enlaces quimicos en
la fase amorfa y convirtiendo las largas cadenas del polimero en fragmentos mas cortos
que finalmente se disuelven en agua. En la segunda fase, se produce un ataque enzimatico
a los fragmentos. El metabolismo de los fragmentos resulta en una rapida pérdida del Mw
del polimero [28] [51].

Debido a la bajatasa de degradacion in vivo del PLA, éste has sido considerado en
aplicaciones a largo plazo como implantes y dispositivos para la administracion de
farmacos. Sin embargo, el PLA presenta baja bioactividad y una energia superficial baja
(alta hidrofobicidad), factores que afectan negativamente a la adhesion y proliferacién
celular [28]—[30]. Por lo tanto, una estrategia comunmente utilizada para mejorar esto es
modificar quimicamente los poliésteres introduciendo grupos funcionales especificos en la

superficie [52].

1.6 Modificacién superficial por plasma

El término plasma fue introducido por Langmuir en 1929 (Gombotz y Hoffman, 1987), y se
utiliza para describir al cuarto estado de la materia. Un plasma es un gas parcialmente
ionizado, y puede definirse como un sistema de particulas que contiene electrones, iones y
radicales libres, aunque también suelen contener particulas neutras (atomos, moléculas),
sostenidas por una fuente de energia externa como una radiofrecuencia (RF), microondas
(MW) o descargas eléctricas [7], [53]-[56].

La modificacién superficial por plasma es un método rapido y respetuoso con el medio
ambiente. El tratamiento de plasma también modifica la carga superficial, la rugosidad y la
cristalinidad del polimero, lo que tiene una influencia importante en la adhesion celular. La

creaciéon de nuevos grupos funcionales, y la modificacion de la topografia de la superficie,
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favorece la adhesion de diferentes tipos de células. Numerosos estudios han demostrado
que el tratamiento con plasma mejora significativamente la bioactividad de los materiales

poliméricos [57].

Durante los tratamientos con plasma generalmente se utilizan dos tipos diferente de éste:
plasma frio o de baja temperatura y plasma caliente o alta temperatura. Los arcos de
presion atmosférica pueden generar plasma caliente, mientras que, el plasma frio se genera
utilizando una descarga luminiscente a baja temperatura [36]. Es evidente que los plasmas
térmicos, con sus altas temperaturas, son destructivos para los polimeros vy, por lo tanto,
casi todas las aplicaciones para la modificacion de superficies de biopolimeros usan

plasmas frios o no térmicos [53].

Asi, pueden ser distinguidas tres categorias principales de reacciones de plasma, segun

el resultado de la interaccion:

¢ Polimerizaciéon por plasma: Se deposita una fina capa funcional, de espesor
inferior a una micra, en la superficie del material a recubrir. El recubrimiento se crea
debido a la excitacion del mondmero en fase de vapor, que se introduce en el plasma
para dar lugar a su posterior deposicion y polimerizacién de las especies excitadas
en la superficie de un material. Los polimeros formados mediante polimerizacién por
plasma son, en la mayoria de los casos, altamente ramificados y reticulados [55],
[58], [59].

e Tratamiento con plasma: Para activacion de superficies y funcionalizacién de
polimeros. Cuando un plasma entra en contacto con superficies poliméricas, éste
induce modificaciones quimicas y fisicas como, por ejemplo, la generacion de sitios
mas reactivos, o cambios en el peso molecular en la superficie del polimero. Las
funcionalidades introducidas pueden usarse posteriormente para unir polimeros u
otras moléculas a la superficie, con el fin de lograr propiedades superficiales
especificas. Ademas, la superficie también puede funcionalizarse mediante injertos
inducidos por plasma. Por lo general, el tratamiento con plasma se usa solo para
obtener superficies mas hidrdfilas [55], [58], [59].

¢ Grabado con plasma (o ablacion): El grabado con plasma se utiliza esencialmente

para eliminar el material de una superficie. Puede llevarse a cabo con una variedad
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de fuentes de descarga, tales como descargas incandescentes de corriente
continua, descarga de RF de corriente capacitiva, etc. Los tres parametros
importantes para el grabado, son: uniformidad de velocidad, anisotropia y
selectividad [55], [58], [59].

1.6.1 Modificacion superficial por plasma con injertos de AA

La polimerizacion por injerto es un método atractivo para la funcionalizacién quimica de un
material [5], [7], [25], en la que un mondmero deseado se puede injertar sobre la superficie
de un material a través de un enlace covalente, lo que proporciona una buena estabilidad

del cambio efectuado [5].

El injerto por plasma ofrece una caracteristica innovadora en términos de la modificacion, a
nano escala, de las capas superficiales de un material, para que las propiedades inherentes
a éste permanezcan intactas mientras que la superficie adquiere la funcionalidad deseada
[25].

El acido carboxilico es uno de los grupos funcionales mas utilizados para modificar
superficies por este método, ya que las superficies conteniendo grupos carboxilicos tienen
importantes aplicaciones biomédicas tales como soporte para la inmovilizacién de
moléculas biolégicas, biosensores y como barrera contra la corrosién de implantes. Los
grupos COOH son conocidos por lograr una buenaadhesiony proliferacion
de fibroblastos y de otros tipos de células [7]. El acido acrilico (ver jError! No se encuentra
el origen de la referencia.)es un mondmero muy conveniente para procesos de injerto por
plasma ya que es volatil, soluble en agua y se polimeriza facilmente. Ademas, la presencia

de grupos carboxilicos polares, aumenta la humectabilidad del sustrato [52].
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Figura 1.5 Estructura del Acido Acrilico (AA).

Las especies ionizantes y los radicales que constituyen el plasma, interactuan con la

superficie del material y crean especies oxidativas, como los hidroperéxidos, los cuales
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inician la polimerizacién de un mondémero para producir un copolimero por injerto [25]. En
el caso de la polimerizacion por injerto del AA, se crean cadenas de poli(acido acrilico) en
la superficie del polimero [8] tal y como se ilustra en la jError! No se encuentra el origen
de la referencia.. La cantidad de injerto de poli (acido acrilico) se ve considerablemente
influenciada por los parametros de tratamiento con plasma y las condiciones de reaccion

[19].iError! No se encuentra el origen de la referencia.

COOH
HOOC COOH
H

T |
C—C—C Plasma Ar Exposicidn al
plasma de AA
Pelicula de PLA Plasma Activada Injertos de AA

Pelicula de PLA

Figura 1.6 Polimerizacién por injerto del monémero AA [49].
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales

Para la preparacion de las peliculas se utilizé poli (acido lactico) (PLA) Ingeo 2002D de
Natureworks. Los reactivos quimicos, tales como cloroformo (CHCI3) 99.8%, y acido acrilico
(C3H403) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Para el tratamiento con plasma, se utilizé un
reactor tubular de vidrio con las siguientes dimensiones: 8.2 cm de diametro y 30 cm de
longitud, y gas argén ultra alta pureza (99.999%min), los cuales fueron proporcionados por
el Dr. Alejandro Avila Ortega, profesor investigador de la Facultad de Ingenieria Quimica de
la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY). El Alamar blue fue adquirido de Invitrogen™,
mientras que los medios de cultivo y el bufer de fosfatos fueron adquiridos de Caisson,
Labs.

2.2 Preparacion de peliculas de PLA

Para la preparacion de las peliculas se utilizé el método de “solvent-casting”. Para esto, se
disolvio 0.5 g de pellets del polimero (PLA) en 10 ml de disolvente (cloroformo).
Posteriormente se vertid la solucién en cajas Petri de 60 mm de diametro, colocadas en
una bolsa de atmosfera controlada, a 25° C donde se evaporé el disolvente

lentamente. Previo a esto, se cred una atmosfera de cloroformo al interior de la bolsa.

2.3 Modificacién superficial por plasma de peliculas de PLA

La modificacién superficial del PLA mediante tratamiento con plasma se llevé a cabo en dos
pasos. En primera instancia se realizé un tratamiento con plasma de argén (Ar) a baja
presion para activar la superficie de las peliculas poliméricas y, posteriormente, se injertd
el monémero de AA sobre la superficie de las peliculas al exponer éstas a un plasma de
AA. El proceso de activacion con plasma de Ar en la superficie de las peliculas de PLA se
realizé para inducir la creacion de sitios activos capaces de iniciar el injerto del AA [18]. Este
procedimiento se efectud en un reactor de plasma cilindrico de vidrio con dimensiones de
8.2 cm de diametro y 30 cm de longitud. El plasma se generd al ionizar las moléculas del
argoén, aplicando una radiofrecuencia de 13.56 MHz y un acoplador de impedancia

conectados inductivamente al recipiente del reactor Figura 2.1 [60].
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Para llevar a cabo un procedimiento adecuado durante la modificacion superficial con
plasma de Ar e injerto de AA, se tomaron como referencia los siguientes trabajos [52], [61]—
[66].

1) Bomba de vacio 5) Valvula de argon

2) Electrodos 6) Valvula de 4cido acrilico

3) Cilindro de vidrio 7) Generador de rf' y acoplador de impedancias
4) Indicador de presion 8) Trampa de vacio con nitrégeno

Figura 2.1 Representacion esquematica del reactor de plasma utilizado y sus componentes.

2.3.1 Activacion con plasma de Argon

En primera instancia, se colocaron las peliculas de PLA en el reactor. Antes del
tratamiento con plasma, el reactor se purgd a una presion de 2 x 102 Torr
aproximadamente. El proceso de activacion se llevd a cabo durante 3 min, a una
potencia de 30 W; estas condiciones fueron establecidas con base en pruebas
preliminares. Una vez completado el proceso de activacion, se corto el flujo de Ar

para continuar con el injerto de AA.
2.3.2 Injerto de acido acrilico (AA)

Para la reaccion de injerto, se desgasifico el mondmero de AA antes de ser utilizado;

esto se logré abriendo la valvula del AA al mismo tiempo que se mantuvo encendida
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la bomba de vacio. El vapor del monémero se introdujo a través de una valvula y la
reaccion de injerto se realiz6 a dos tiempos (2.5 y 5 min) y tres potencias (20 W, 30
W y 40 W). El monomero se introdujo hasta obtener una de presion menor a 8x102
Torr aproximadamente; la valvula permanecié abierta durante todo el periodo de

injerto.
2.4 Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de las peliculas tratadas.

2.4.1 Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

El analisis de los grupos funcionales presentes en la superficie de las peliculas de PLA
modificadas superficialmente por plasma y sin modificar, se llevd a cabo por medio de
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) utilizando un equipo Nicolet
8700 Thermo Scientific. Se utilizd un promedio de 100 exploraciones, una resolucion de 4

cm™, en el rango de 4000 cm™ a 650 cm™.

2.4.2 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

El analisis de los grupos funcionales presentes en la superficie de las peliculas de PLA
modificadas por plasma y sin modificar, se evalué por Espectroscopia Fotoelectronica de
Rayos-X (XPS), con una fuente de radiacién Al Kai2 no cromatizada y una energia de
1253.6 eV. Los espectros se tomaron con un angulo de analisis de 50°. Se tomo un espectro
de exploracion de la muestra y se determinaron las estequiometrias elementales de la

superficie a partir de las proporciones de area-pico.

2.4.3 Angulo de contacto

La humectabilidad de las muestras se evalu6 a partir de mediciones de angulo de contacto
y, para esto, se utilizé6 un gonidmetro Rahmé-hart instrument Co., modelo no. 250-U1. El
angulo de contacto se estimé a partir de las imagenes de la gota formada por el liquido en
contacto con la superficie de las peliculas de PLA. Posteriormente se introdujeron las
imagenes al programa ImagedJ para calcular el angulo de contacto de la gota. Se realizaron

6 mediciones, por cada liquido y por cada muestra con un area de 0.5 cm?; la seleccion de
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las muestras se realizd de tres peliculas tratadas previamente con plasma, eligiendo dos
puntos diferentes en cada pelicula tratada. Las mediciones se llevaron a cabo después de

que la gota permanecio en la superficie por 3 s.

La energia superficial se determiné a partir del método Owens — Wendt y la ecuacion
extendida de Fowkes. Para esto se utilizaron los angulos de contacto de dos liquidos: uno
polar Y® (agua) y uno no-polar Y¢ (diyodometano) para sustituirlos en la ecuacién 1y hallar

la energia superficial total Y's [67].

Y1 (1+ cos(8)) =2 (y2.yHY2 + 2 (yL.y1) 12

2.4.4 Determinacion en la densidad de injerto

La determinacion del grado de injerto se estimo a partir de la cuantificacion de los grupos
carboxilicos presentes en la superficie de la pelicula, mediante el método colorimétrico de
tincion con azul de toluidina O (TBO). Para esto, se preparo una solucién del colorante con
una concentracion de 0.5 mM, a un pH de 10 y se colocé 1 cm? de la pelicula tratada con
plasma de AA en dicha solucién, durante 6 horas, con agitacion constante a temperatura
ambiente. Luego, la pelicula se retiré y se lavo a fondo con una solucién de hidréxido de
sodio con pH 9 para eliminar el tinte no adherido a la superficie. El colorante se desorbié de
la pelicula en una soluciéon de acido acético al 50 %, y el contenido final de colorante se
obtuvo mediante la medicion de la absorbancia de la solucién utilizando un
espectrofotometro UV-Visible a 623 nm. El contenido de acidos carboxilicos se obtuvo a
partir de la grafica de calibracion de la densidad optica (absorbancia) respecto a una
concentracién de tinte conocida (Figura 2.2). Durante este proceso se forman complejos
idnicos entre los grupos —COOH vy el colorante catidnico (+) del TBO, en un bufer alcalino.
Este método colorimétrico se basa en el mecanismo de intercambio de iones y, se asume
que los grupos funcionales son capaces de unirse a la misma cantidad molar de moléculas

que el del colorante [62] [68].
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Figura 2.2 Curva de calibraciéon con concentraciones conocidas de TBO.

2.4.5 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para analizar la topografia de las muestras de PLA, con vy sin tratamiento superficial, se
utilizé un microscopio electrénico de barrido (SEM) marca JEOL, modelo JSM-6360LV. Las

muestras se recubrieron con oro, utilizando un dispositivo de recubrimiento por

pulverizacion catddica de alta resolucion, con el fin de obtener una ruta para electrones

debido al caracter no conductor de los polimeros y un contraste adecuado en las

micrografias de SEM. El voltaje del haz de electrones fue de 20 kV [6].
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2.4.6 Microscopia de fuerza atdmica (AFM)

La topografia de las peliculas de PLA también se caracterizé por la técnica de AFM, a
temperatura ambiente, utilizando un equipo Bruker modelo INNOVA SPM. Todas las
imagenes se realizaron en modo Tapping con una punta de silicio RTESP nanoprobe Bruker
comercial, en forma de cantiléver, con una frecuencia de resonancia de 300 KHz, una
constante de resorte de 40N/m y 8 nm de radio de la punta. La frecuencia de escaneo fue
0.2 Hz.

Ademas, para calcular la rugosidad de las muestras, se utilizd el siguiente procedimiento:
se secciono el area escaneada de 5 ym x 5 ym, en 4 subareas de 2.5 pym x 25 ym,
calculando la rugosidad para cada subarea, usando el software Nanoscope Analysis. El
promedio estadistico y la desviacion estandar de la rugosidad de cada muestra fue

reportada tomando en cuenta 20 mediciones.

2.5 Evaluacién biolégica

2.5.1 Cultivo celular

Las células de fibroblastos se obtuvieron de biopsias dérmicas de espesor total de donantes
voluntarios en concordancia con la World Medical Association's Declaration of Helsinki y
aprobada por el Comité de bioética del Hospital General “Dr. Ignacio Morones Prieto”, en
San Luis Potosi, México (CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427). Las biopsias de 2 mm de
diametro se procesaron de acuerdo con lo reportado por Fernandez et al. (2020) [69] para
obtener fibroblastos dérmicos. Posteriormente, las células fueron cultivadas en Medio
Esencial Minimo (D-MEM; GibcoBRL), suplementado con glutamina 2 mM,
penicilina/estreptomicina al 1% y suero fetal bovino al 10% (FBS) manteniendo el ambiente
de cultivo a 37 °C, 5% de CO2 y 90% de humedad. Las peliculas de PLA se esterilizaron
mediante tratamiento UV durante 1 hora (30 min cada lado) y, posteriormente, se colocaron
en tubos conteniendo 200 ul de PBS al 1% con penicilina/estreptomicina durante 18 h a 37

°C; transcurrido este tiempo se pre-humedecieron en D-MEM durante 24 h a 37 °C [70].
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2.5.2 Viabilidad celular

Se sembraron fibroblastos sobre las peliculas de PLA utilizando placas de cultivo celular de
96 pocillos, a una densidad de 1500 células/pozo [70]. Posteriormente, al volumen total del
pocillo con el medio de cultivo y las células (200 pl), se adicioné 10% de reactivo de
alamarBlue (AB) siguiendo las pautas del fabricante, y manteniendo los cultivos en una
incubadora celular (marcar Binder, serie 16-03457) durante el tiempo de estudio. El cambio
de color AB es indicativo de la proliferacion celular, y se cuantificé midiendo la absorbancia
en un lector CYTATION3 a 570 nm. Se realizaron mediciones inmediatamente después de
la adicion del AB (0 h) y cada 24 h hasta alcanzar los 3 dias de cultivo celular [71]. La
eleccion del AB para medir la viabilidad celular, fue debido a que éste es un indicador
sensible de oxidacion-reduccion, que emite fluorescencia y cambia de color al ser reducido
por las enzimas mitocondriales [4]. La viabilidad fue calculada utilizando la siguiente

formula:

(Absm/ Abs ctrl) x 100 = % de viabilidad, donde Absm = Absorbancia
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3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Modificacion superficial por plasma en peliculas de PLA
3.1.1 Activacion de la superficie con plasma de Argoén

La jError! No se encuentra el origen de la referencia. presenta el proceso de activacion
de la pelicula de poli (acido lactico), PLA, utilizando Argén. El color violeta es caracteristico
de la formacion del plasma y es debido al desplazamiento y desdoblamiento de las lineas
espectrales de los atomos y moléculas del gas, en presencia de un campo eléctrico estatico.
El plasma de argon tiene una longitud de onda visible que va desde el azul (435 nm) hasta
el rojo (700 nm) [72] [73].

Figura 3.1 Imagen del proceso de activacion con plasma de argon.

El color “violeta” del argén se debe a una amplia gama de lineas, en toda la region espectral
del visible. Los espectros de emisién se producen cuando los atomos de un gas se
"excitan"; los atomos excitados tienen electrones en orbitales superiores y estos emiten

fotones con longitudes de onda especificas cuando descienden a orbitales inferiores [74].

3.1.2 Plasma de acido acrilico (AA)

La jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra el tratamiento con plasma

de acido acrilico (AA), el cual condujo a la aparicion de un color “azul”.
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Figura 3.2 Imagen del tratamiento con plasma de acido acrilico.

El hecho de que el plasma del acido acrilico presente un color “azul” en el interior del
reactor, esta relacionado con el desplazamiento y desdoblamiento de las lineas espectrales
de los atomos del gas. El plasma de AA posee una longitud de onda especifica situada en
la region entre 430 — 490 nm y cuyo color caracteristico de la molécula del AA dentro del

espectro visible, es azul [72].

3.2 FTIR de las peliculas tratadas

Se utilizé espectroscopia infrarroja para corroborar la presencia de grupos funcionales que
validen el injerto de PAA en la superficie de las peliculas de PLA. En la jError! No se
encuentra el origen de la referencia., se presentan los espectros FTIR de las peliculas
modificadas y sin modificar; en ellos se observa la presencia de las bandas caracteristicas,
relacionadas con las vibraciones de los grupos del PLA. Asi, se distinguen bandas en 2998
y 2946 cm™', debido a las vibraciones de estiramiento asimétrico y simétrico del enlace C-
H, respectivamente [75][48]. Asi mismo, se puede identificar claramente la banda
perteneciente al grupo carbonilo (C=0) del éster en 1748 cm™ y 1270 cm™; la banda
correspondiente a las vibraciones de flexion del enlace C-H en 1452; el estiramiento del C-
O-C en 1182 cm™; la banda a 1125 cm™ y 1040 cm™ pertenecientes al estiramiento C-O; y
el estiramiento en 866 y 755 cm™, correspondientes a las fases amorfa y cristalina

respectivamente propias del PLA [11][76]-[79].
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Figura 3.3 Espectros FTIR de peliculas de PLA con y sin modificacién superficial.

La jError! No se encuentra el origen de la referencia. presenta la regién del espectro IR
de 3500-2700 cm™ donde, segun trabajos con injertos de AA sobre PLA [80] [81], han
reportado la presencia de una banda alrededor de 3300 cm™, la cual podria esta asociada
al estiramiento O-H de los grupos carboxilicos [17]. Como se menciond anteriormente, las
peliculas de PLA no presentan banda de absorcion en esa region, y solo en procesos de
polimerizaciéon por plasma de AA, a través de fendmenos de fragmentacion y
reordenamiento de la molécula, se induce la generacion de nuevos grupos funcionales, con

frecuencias de vibraciones adicionales [82].

Se puede observar en la misma region del IR (3300-2700 cm™), que los espectros de las
peliculas tratadas muestran una pequefia banda alrededor de 3300 cm™, (en realidad se
aprecia solo una pequefia elevacion de la linea base a 3270 cm™), que corresponde al
estiramiento del enlace O-H; esta elevacion parece ser mas pronunciada, mientras mayor
es el voltaje. Por consiguiente, y dado los resultados obtenidos, se puede postular que

cuando se tratan peliculas de PLA con plasma de AA durante las potencias y tiempos
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empleado en este trabajo, el cambio de los grupos funcionales detectado por el FTIR no es
grande. Esto podria deberse a dos cosas: la primera a que la cantidad de grupos COOH
injertados sobre la muestra es pequefia y, la segunda, a la profundidad de analisis de esta
técnica, la cual es de alrededor de unas 5 micras, por lo que, si durante el tratamiento solo
se modifican algunas capas del orden nanométrico, no podriamos seguir la modificacién

con esta técnica analitica.
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Figura 3.4. Espectros FTIR (region 3500-2700 cm™) de peliculas de PLA con y sin modificacion
superficial

Algo similar se observa al analizar la region del IR entre 1800 — 1500 cm™, en donde es
posible observar una sefial de baja intensidad, en la regién 1630 cm™ (ver jError! No se
encuentra el origen de la referencia.) en los espectros del PLA tratado, que no es visible
en la muestra del PLA sin tratamiento. Esta banda es similar a la observada por Steffens
2002 [80], quien la relaciono con la presencia de injertos de PAA. La banda 1630 cm™ es
mas prominente al aumentar el tiempo de exposicidn al plasma de AA, aunque sigue siendo

de muy baja intensidad, como la observada a 3270 cm™.
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Con base en los resultados obtenidos por FTIR, se puede mencionar que es dificil

demostrar con precision, la presencia de cadenas de PAA injertadas en la superficie de las

peliculas de PLA; lo anterior, es debido probablemente a que el haz de luz del FTIR penetra

profundamente en el polimero, lo que ocasiona que los posibles cambios ocasionados por

el tratamiento en las primeras capas de la pelicula sean minimizados. La profundidad de

analisis del FTIR es alrededor de 5 micras; por lo que ATR-FTIR no es un método de analisis

de superficie muy sensible para materiales que han sido modificados en solo unos

nanémetros /angstroms [13], [17], [27]. Sin embargo, debido a la presencia de pequefas

bandas anchas en 3270y 1630 cm™' en los especros del PLA tratado con plasma de AA, es

posible sugerir que se llevé a cabo el injerto del AA sobre la pelicula de PLA [83] [84],

aunque esto sera validado por otras técnicas analiticas.
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3.3 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos-X

Los efectos quimicos del tratamiento con plasma también fueron estudiados mediante
espectroscopia fotoelectronica de rayos X. La jError! No se encuentra el origen de la
referencia. ilustra los espectros de reconocimiento de XPS correspondientes a la pelicula
de PLA sin tratamiento y después del tratamiento con plasma de AA. Como era de
esperarse, todos los espectros presentan senales para Cis y O1s, ubicadas en 285 eV y 532
eV, respectivamente [85], [86]; estos elementos forman parte de la estructura quimica del
PLA [67]. A pesar de lo anterior, es interesante notar que la intensidad de la sefial Cis se
intensifica (y la del oxigeno parece disminuir ligeramente) a medida que aumenta tanto la

potencia, como el tiempo de tratamiento. Esto sera analizado un poco mas adelante.

Para saber qué grupos funcionales se generaron en la capa superficial después de los
tratamientos con plasma, se realiz6 un analisis de deconvolucion sobre las sefiales del C+s
y O1s. Un analisis preliminar de estos resultados indicé que la senal del C1s de las peliculas
de PLA, mostraron cuatro componentes a 284.5, 286.2, 287.4 y 288.4 eV asignandose a
los enlaces carbono alifatico (C — C)/carbono-hidrégeno (C — H), carbono-oxigeno (C-0),
carbonilo de éster (C=0) y carbonilo de acido carboxilico (O-C=0), respectivamente [85].
Por su parte, el pico del O1s mostré dos componentes, en 531.4 y 533 eV asignandose a
los atomos de oxigeno con enlaces dobles y simples ((C=0 y C-O), respectivamente [87]
[88].
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Figura 3.6 Espectros de reconocimiento de XPS de las peliculas de PLA tratadas con plasma de AAy
sin tratamiento.

Como se mencioné anteriormente, los espectros de reconocimiento de XPS de las muestras
de PLA parecen exhibir una conducta interesante: la senal del Cs parece aumentar, y la
del oxigeno parece disminuir ligeramente, a medida que aumenta tanto la potencia, como
el tiempo de tratamiento. Para poder analizar mas a detalle esta tendencia, en la Tabla 3.1
se presentan los porcentajes atdmicos obtenidos para cada muestra. Asi, se puede
observar que existe un incremento en la cantidad de carbono y una disminucién en el
contenido de oxigeno, al aumentar la potencia del tratamiento; esto fue mas evidente
cuando el tiempo de exposicion fue de 5 minutos (en comparacion con el tratamiento de 2.5
min).

Para monitorear de una manera mas clara los cambios observados en los espectros de
XPS, se estim6 la razén C/O, a partir de los porcentajes atdbmicos obtenidos para ambos
elementos. Se puede notar que esta razon también aumenta con el tiempo de exposicion y
con la potencia del tratamiento. Estos cambios en la quimica superficial del PLA se veran
reflejados en los estudios de humectabilidad y topografia superficial, como se vera mas
adelante.
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La primera esta relacionada con el hecho de que durante el tratamiento con plasma se
generan funcionalidades, en la superficie del sustrato (en este caso, el PLA), que son
deficientes en oxigeno. Esto ocurre tanto, por la pérdida de especies de bajo peso
molecular, generada por el rompimiento (fragmentacion) de las cadenas poliméricas en las
capas superficiales de las peliculas de PLA por accion del plasma [67], como por la
fragmentacion (descarboxilacion) del acido acrilico debido al impacto de diversas especies
quimicas presentes durante el tratamiento con plasma. Por ejemplo, en otros trabajos se
ha reportado la fragmentacion del AA bajo el impacto de electrones para formar CO y CO-
[89].

La segunda explicacion esta relacionada directamente con el injerto de cadenas de PAA
sobre la superficie del PLA [15], ya que segun la composicion quimica de la unidad repetitiva
del acido acrilico, existiran siempre 3 atomos de carbono por cada dos de oxigeno, por cada

molécula de AA que se incorpore a la superficie del PLA.

Asi mismo, la diferencia entre los valores de C/O obtenidos 1.8 versus 2.1 (en promedio)
para el tiempo de 2.5 y 5 minutos de tratamiento, respectivamente, puede deberse a que el
proceso de injerto con plasma es lento a tiempos cortos, mientras que, cuando el tiempo
aumenta, la velocidad del proceso de injerto se incrementa y, por ende, la cantidad de

grupos injertados en mayor [86] [89].

Tabla 3.1 Composicion quimica en (%atomico) en la superficie de peliculas de PLA tratadas y sin tratar
con plasma de Argén y AA.

Composicién quimica superficial (% atémico)

Tratamiento C1s O1s C/o
PLA sin tratamiento 63.3 36.6 1.7
20W 2.5min 63.4 36.5 1.7
30W 2.5min 64.1 35.8 1.8
40W 2.5min 65.8 34.1 1.9
20w 5 min 68.0 31.3 21
30w 5 min 68.1 35.8 1.9
40W 5 min 70.6 29.3 24
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3.4 Angulo de contacto

Los angulos de contacto formados entre el liquido polar (agua) y las peliculas de PLA (con
y sin tratamiento), proporcionan informacién sobre el caracter hidréfilo de las peliculas y, en

consecuencia, dan una idea de la composicion quimica de los polimeros tratados con AA.

Inicialmente se observé que la superficie de la pelicula de PLA sin tratamiento mostré una
superficie parcialmente hidréfoba, con un angulo de contacto de 73° + 3° (ver jError! No se
encuentra el origen de la referencia.); si bien, este valor no puede considerarse propio
de una superficie hidrofébica, se desea incrementar la hidrofilia del material (disminuir el

angulo del contacto en agua) para mejorar la adhesion célula — material.
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Figura 3.7 Angulo de contacto de las peliculas de PLA sometidas a diferentes condiciones de plasma
de AA.

La activacion con plasma de argén (Ar), produjo una disminucién del angulo de contacto
con agua de 73° (para el PLA sin tratamiento) a 56° aproximadamente (datos no mostrados
en la Figura por tratarse solo del proceso de activacién). Estos resultados coinciden con
estudios previos donde se ha reportado que el tratamiento de las peliculas unicamente con

plasma de Ar mejora la hidrofilia en la superficie de las peliculas [29], [32], [48], [90]-{93].
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Cuando las peliculas de PLA son tratadas con plasma de AA, el angulo de contacto formado
entre éstas y el agua disminuye, con una tendencia que depende, de una manera
importante, del tiempo de exposicion. Para tiempos cortos (2.5 min), el angulo de contacto
disminuye a voltajes bajos y aumenta de nuevo cuando el voltaje se incrementa; mientras
que para tiempos largos (5 min), el angulo de contacto con agua parece no ser afectado
por el voltaje ya que este parametro oscila entre 10y 15°.

Estos resultados sugieren que tiempos cortos (2.5 min) y potencias bajas (20W) son
suficientes para reducir el angulo de contacto de las peliculas de PLA, obteniéndose una
superficie con alta hidrofilia (o super-hidrofila); esta caracteristica también puede ser
obtenida con tiempos largos de exposicion (5 min). Lo anterior indica la presencia de grupos
polares en la superficie tratadas con plasma [94], aunque no necesariamente generadas
por el injerto de grupos carboxilicos como se vera mas adelante. Cabe recordar que durante
la caracterizacion de las peliculas por FTIR, se observé una pequena banda relacionada
con el enlace O-H, en los materiales tratados con AA, por lo que se podria relacionar el
aumento de la humectabilidad en la superficie del PLA, con la presencia de grupos polares
del AA [95].

El incremento del angulo de contacto en agua, cuando el voltaje aumenta (para un tiempo
de tratamiento de 2.5 min), puede ser debido a que un aumento en la potencia del plasma
conduce a una mayor fragmentacién del monémero (AA), dando como resultado un menor
injerto de grupos hidrofilicos [81].. En contraste, menores potencias y menores tiempos da

como resultado una mejor retencién de la grupos carboxilo [96][97][81].

Por otro lado, el angulo de contacto formado entre el liquido no polar (diyodometano) y las
peliculas tratadas, se mantiene practicamente igual en ambos tiempos de exposicion (2.5 y
5 min), aunque a tiempos largos se observa una muy ligera disminucion. Lo anterior indica

que el tratamiento con plasma también incrementa ligeramente la hidrofobia de la superficie.

3.5 Energia superficial

Como se puede apreciar en la Tabla 3.2, la energia superficial de las peliculas de PLA
tratadas con plasma, muestran un incremento notable de 40.5 mJ.m? para la muestra de
no tratada, hasta valores que oscilan alrededor de 70 mJ.m™ para las muestras tratadas.
Interesantemente, este aumento en el valor de la energia superficial de las peliculas esta

intimamente relacionado con el incremento de la componente polar de esta energia, ya que
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aumenta de 8 mJ.m? hasta valores que van desde 22.7 hasta 36.8 mJ.m? es decir, la
componente polar aumenta casi cuatro veces en promedio. En contraste, aunque la
componente dispersiva de la energia también aumenta, este incremento no es tan grande
como el de la componente polar. Lo anterior permite comprobar que el tratamiento con
plasma esta siendo efectivo para introducir grupos polares en la superficie del PLA, y

permite corroborar los resultados previamente obtenidos.

Es un hecho conocido que, la energia superficial aumenta con la presencia de grupos

polares que contiene oxigeno, como es el caso de los carboxilo presentes en el AA [67].

Tabla 3.2 Energia superficial en peliculas de PLA bajo diferentes tratamientos con plasma.

Potencia Tiempo Agua Diyodo- Y% Y Ys

(W) (min) destilada metano
Sin tratamiento 73.0+3 534412 8.1 32.3 405
20 W 2.5 11.2+2 4191 36.4 386 75.0
30W 2.5 30.1£ 2 41.8%+ 1 29.6 38.7 68.3
40 W 2.5 420+£6 4012 22,7 395 623
20 W 5.0 1.7 1 43.3+1 36.8 379 747
30 W 5.0 151+£2 423%2 356 385 74.1
40 W 5.0 144 +1 3682 341 412 753

3.6 Cuantificacion de Acidos Carboxilicos por el método TBO

Con el fin de cuantificar la cantidad de grupos carboxilico en la superficie del PLA, se utilizd
la técnica de TBO; de esta manera se estimé una densidad de injerto para cada muestra.
Con el empleo de esta técnica es posible identificar la presencia de injertos de AA (a través
de la presencia de grupos COOH), ya que el grupo amino contenido en la molécula del
colorante azul de toluidina (TBO) cationico, interactuara ionicamente con la carga negativa
de los acidos carboxilicos en un medio alcalino [98]. Por consiguiente, las peliculas de PLA
tratadas con plasma de AA se tifien de azul al reaccionar con el TBO y liberan este colorante
al sumergir las peliculas en acido aceético debido a la disociacién de los grupos de acido
carboxilico de las cadenas de PAA (ver iError! No se encuentra el origen de la

referencia.).
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Figura 3.8 Representacion esquematica del complejo formado entre el TBO y peliculas de PLA tratadas
con plasma de AA [98].

En la Figura 3.9, se presenta la cantidad de grupos carboxilicos (en microgramos por
centimetro cuadrado), para las muestras de PLA tratadas y no tratadas. La muestra sin
tratamiento exhibe una concentracion de 0.72 pg/cm?, la cual podria deberse a los grupos

terminales en la estructura del PLA.

En las muestras de PLA tratadas con plasma de AA durante un tiempo de reaccién de 2.5
min, se observo un incremento en la densidad de grupos COOH, a medida que aumenta la
potencia del plasma, llegando a valores de hasta 4.7 ug/cm? con una potencia de 40W; esta
cantidad representa casi 6.5 veces mas grupos COOH que la muestra sin tratamiento. De
igual forma, al incrementar el tiempo de reaccion del plasma a 5 min se observa que la
concentracion de los COOHs aumenta y permanece constante (tomando en cuenta las
desviaciones estandar obtenidas) al aumentar la potencia del plasma. Este comportamiento
es diferente a lo que se reportd en estudios similares donde al aumentar el tiempo y la
potencia del plasma se observo una disminucién en la concentracion de COOH al prolongar
el tiempo de reaccion ya que se estarian rompiendo los enlaces de la molécula de AA [99].
También se ha reportado que al incrementar la potencia del plasma se obtiene una fuerte
fragmentacion de las moléculas de AA, lo que resulta en una pérdida significativa de la
estructura monomérica original, mientras que condiciones menos energéticas dan como
resultado una mejor retencién de los grupos carboxilo [96], aunque eso depende de los

valores de potencia utilizados.
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Figura 3.9 Concentracion de COOH en peliculas de PLA sometido a diferentes tratamientos con
plasma.

En la figura 3.10 se presenta la relacion entre el angulo de contacto y la concentracion de
grupos COOH’s. Para el PLA sin tratamiento, el angulo de contacto es alto (73°) y la
concentracion de COOH’'s es (0.72 pg/cm?). Interesantemente, parece existir una
correlacion entre el angulo de contacto en agua y la cantidad de grupos carboxilicos
presentes en la superficie. A tiempos cortos (2.5), aunque el aumento de la potencia parece
incrementar el angulo de contacto y con ello disminuir el caracter hidrofilo de la superficie,
la cantidad de grupos COOH también aumenta. Lo anterior implica que los pocos grupos
polares generados bajo estas condiciones son atribuidos a grupos carboxilicos. Esta
conducta parece ser mas clara a 5 minutos, donde angulos de contacto bajos (para todas
las potencias) dan los valores mas altos de grupos COOH’s, lo que implicaria que la
hidrofilia generada por estas condiciones es atribuida a los grupos carboxilicos y no a otros
grupos polares. Asi, los resultados parecen confirmar que el AA se esta injertando en la

superficie de la pelicula del PLA.
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Figura 3.10 Cambios en el angulo de contacto en relacion con la concentracion de COOH’s obtenidos
por TBO.

3.7 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Una de las caracteristicas deseables en la morfologia de los biomateriales para la ingenieria
de tejidos es la creacion de superficies que puedan provocar respuestas celulares
especificas, y dirigir la regeneracién de nuevos tejidos. Por ejemplo, se observo en diversos
estudios que la fuerza de adhesion celular se vio favorecida por la rugosidad a nano o
microescala, en comparacion con superficies lisas [27]. Sin embargo, también se requiere
de sustratos planos para promover la adhesion celular, puesto que las células tienen un

area mas amplia para adherirse (aplanarse) y, por lo tanto, pueden extenderse [100].

En la Tabla 3.3 se presentan las micrografias SEM de las peliculas de PLA sometidas a
varios tratamientos con plasma de AA, siendo el PLA sin tratamiento el control. En el control,
se observa que la superficie presenta una apariencia lisa, con cierta rugosidad en la

superficie.
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Por otra parte, las muestras tratadas presentan micrografias interesantes y es posible
establecer un patrén respecto de la potencia del plasma y del tiempo de tratamiento. En
términos generales se puede mencionar que, potencias altas y tiempos largos, generan
mayores imperfecciones en la superficie de las peliculas de PLA tratadas con AA. De esta
manera es posible visualizar en las micrografias, fragmentos de lo que tal vez pueda ser
PAA y oquedades en la superficie, principalmente en las condiciones de tratamiento mas
agresivas (mayor tiempo y mayor potencia) resultados similares fueron reportados por Zhao
2013 [15], donde, a pesar de utilizar otros plasmas, concluyé que a mayores potencias en
tratamiento, el efecto del plasma resulta mas agresivo sobre la pelicula del PLA.

Tabla 3.3 Imagenes SEM de las muestras de PLA tratadas con plasma de AA y sin tratamiento

Muestras
PLA

Sin
Tratamiento

Tiempo de tratamiento
Potencia (W) 2.5 min 5 min
20w

12 43 SEI

45



30w

¥SB8 SBum 1Z 48 SEI1

40w

X588 S8um X588  S8mm

3.8 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Para corroborar los resultados obtenidos por SEM, se utilizé la técnica de AFM para

observar la topografia de las muestras de PLA en escala nanométrica.

Los cambios en la topografia de la superficie se observan claramente al usar esta técnica
de caracterizacion (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.4). Las
imagenes de AFM muestran que el tratamiento con plasma de AA da como resultado una
topografia diferente a la del control (PLA tratamiento), con la presencia de mayor cantidad
de picos que se transforman en estructuras anulares a medida que se aumenta tanto la
potencia del plasma como el tiempo del tratamiento de este, en comparacion con
estructuras periédicas en forma de pico antes del tratamiento con plasma. El aumento de
la rugosidad de la superficie se debe al efecto de grabado del tratamiento con plasma.
Después del injerto con AA, se sugiere a que las cadenas de injerto modifican la superficie
quimica del PLA, lo que podria favorecer la formacion de un nuevo enlace tal como es el
PAA sobre el PET como lo reporta Ying et al. [101].
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El estudio con AFM confirma que el aumento en la rugosidad de la superficie ocurre en una
escala nanométrica, y los resultados de la rugosidad superficial, en valores de (Rrms), son
reportados en la Tabla 3.5 [67].

Tabla 3.4 Imagenes del AFM de las muestras de PLA modificadas con plasma

Muestras
PLA
Sin
tratamiento

Tiempo de tratamiento

2.5 min 5 min
Potencia

30
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Los resultados de las tablas 3.4 y 3.5 indican que el tratamiento con plasma de AA afecto
claramente la topografia del material. EI PLA sin tratamiento presenta una morfologia
superficial con ciertas irregularidades superficiales en forma de cono/pico, poco
significativas, y una rugosidad superficial (Ra) de 7.80 nm. Por su parte, los resultados de
las muestras tratadas con plasma de AA indican que la rugosidad aumenta a medida que
se incrementa la potencia del plasma; aunque esto se observé para ambos tiempos de
exposicion (2.5 y 5 min), el incremento solo fue estadisticamente significativo (respecto de
la muestra sin tratamiento), en aquellas superficies tratadas durante 5 minutos. De esta
manera, es posible postular que la potencia del plasma aumenta gradualmente la rugosidad
superficial, sin embargo, el efecto del tiempo de exposicién causa un mayor impacto en la
modificacion superficial del material. Stankevich 2017 [102] concluyé que las caracteristicas
estructurales de la superficie observadas en el PLA tratado con plasma de AA son causadas
por el atrapamiento del PAA.

Tabla 3.5 Rugosidad de las superficies de las muestras.

Rugosidad
Potencia Tiempo (nm)
(W) (min)

Sin tratamiento 7.8+1.9
20W 25 9.8+2.5
30w 25 13.7+0.9
40 W 25 10.6 +1.7
20 W 5.0 23.9+3.5
30w 5.0 18.1+2.8
40 W 5.0 33.8+3.8
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3.9 Viabilidad células de fibroblastos dérmicos sobre peliculas de PLA

En este trabajo se llevd a cabo un ensayo de proliferacion celular utilizando la técnica de
Alamar Blue®, y los resultados son presentados como absorbancia a 570 nm (ver jError!
No se encuentra el origen de la referencia.). Debido a que la generacién de la coloracion
azul es directamente proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, la
disminucion en los valores que se obtengan al medir la absorbancia se puede correlacionar
a la actividad metabdlica y, determinar de esta manera, la viabilidad celular del material.

Este término esta relacionado con el numero de células sanas en una muestra [103].

Las células de fibroblastos proliferaron en todas las peliculas de PLA tratadas con plasma
de AA demostrando que, independientemente de las condiciones del plasma utilizados en
el presente trabajo, todos los tratamientos pueden considerarse como no citotoxicos, segun
establecido en ISO Estandar 10993-5. Asi mismo, las células proliferan de igual forma con
el material, que sin él; es decir, la viabilidad del material no mejora con los tratamientos con
plasma, pero mantiene dicha viabilidad; con estos ensayos confirmamos la no citotoxicidad

del PLA hacia las células.

El analisis estadistico de los resultados indica que el PLA tratado con plasma de AA a 30
W durante 2.5 min, presenta un ligero aumento en la viabilidad celular con respecto a la
muestra sin andamio (control) y con respecto a los demas tratamientos, para el dia 1. En
contraste, los resultados de viabilidad al dia 3 muestran una disminucion con respecto al
dia 1, para todos los tratamientos. A pesar de lo anterior, todos los valores siguen por arriba

del 70% de viabilidad que marca la norma para considerar a un material como no citotéxico.
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Figura 3.11 Ensayos de proliferacion celular a 570 nm.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, nos permitio llegar a las

siguientes conclusiones:

a)

b)

Las pruebas de FTIR y XPS permiten postular que la superficie de las peliculas de
PLA experimenta un cambio en su composicion quimica, cuando éstas son tratadas
con plasma de AA. Lo anterior fue confirmado por los resultados de angulo de
contacto en agua y los valores de energia superficial obtenidos por el método Owens
- Wendt, ya que se observa un claro incremento en la componente polar de los
materiales.

La densidad de injerto del poli (acido acrilico) se vio influenciado por el tiempo y

potencia del tratamiento con plasma.

Los resultados obtenidos por SEM y AFM demuestran que el tratamiento con plasma
genera imperfecciones en la superficie de las peliculas de PLA y aumenta la
rugosidad de las mismas. Este efecto es mas notorio cuando la potencia es alta

(40W) y el tiempo es mas largo (5 min).

d) Aunque los resultados de viabilidad celular con fibroblastos dérmicos fueron

satisfactorios porque todos los materiales resultaron ser no citotdxicos, no se pudo

establecer una correlacion entre este parametro y la quimica de las superficies obtenidas.
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RECOMENDACIONES PARA FUTUROS TRABAJOS

Entre las recomendaciones que se hacen para trabajos futuros se pueden mencionar las
siguientes:
a) Estudiar la viabilidad celular de las muestras tratadas a mayores tiempos.
b) Completar la caracterizacién fisicoquimica de las peliculas tratadas utilizando
técnicas como Raman, EDS, entre otras.
c) Estudiar el efecto del tratamiento con plasma, sobre las propiedades mecanicas de

las peliculas de PLA.
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