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RESUMEN

En este trabajo se reporta el injertdé acido acrilico (AA) sobre la superficie de peliculas de
poli(acido lactico), (PLA) mediante un proceso de fotopolimerizacién inducida por UV, a diferentes
tiempos de reaccion; posteriormente, las peliculas fueron caracterizadas fisicoquimica y
biol6gicamente. El objetivo de modificar superficialmente las peliculas fue para modular el
balance hidrofilico/hidrofébico de la superficie del PLA, y determinar como esto afecta las

propiedades hemocompatibles (hemdlisis y agregacion plaquetaria) del mismo.

Los resultados provenientes de la caracterizacion fisicoquimica de las muestras fotoinjertadas
indicaron que el proceso se llevé a cabo exitosamente debido a que los espectros de FTIR
mostraron un mayor contenido de grupos carboxilicos, derivados del AA, con un aumento en el
tiempo del tratamiento. Estos resultaron fueron corroborados mediante el ensayo colorimétrico
de azul de o-toluidina (TBO), en donde también se observé un aumento en la densidad de grupos
COOH al incrementar el tiempo de tratamiento; lo anterior condujo a una disminucién del angulo
de contacto con agua de 80° para la muestra no tratada, hasta 44° para la muestra fotoinjertada
por 180 min, lo cual es un indicio de un aumento en el caracter hidrofilico de la superficie. En lo
que respecta a las propiedades térmicas de las muestras tratadas, los termogramas por DSC no
mostraron un cambio significativo, mientras que en los de TGA se observé un aumento en la
estabilidad térmica a medida que aumentd el tiempo de tratamiento. El fotoinjerto también generé

cambios en la topografia de las muestras tratadas, los cuales fueron detectados por SEM y AFM.

Por ultimo, en lo referente a las propiedades hemocompatibles, se encontré que las reacciones
de fotoinjerto a los diferentes tiempos, no generan hemdlisis y que la agregacién plaquetaria
presentd un maximo para la muestra tratada a 20 min; a pesar de lo anterior, en ningin caso se

lleg6 a los valores de agregacién de control positivo.
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ABSTRACT

In this work, acrylic acid (AA) was grafted onto PLA film surfaces using a UV-induced
photopolymerization process at different reaction times; subsequently, the films were
characterized in terms of physicochemical and biological properties. The propose of surface
modification lies in the fact that the degree of protein adsorption can be controlled by modifying
the hydrophilic / hydrophobic character of the polymeric surfaces and to determine how this affects

its hemocompatibility properties (hemolysis and platelet aggregation).

Results from the physicochemical characterization of the photografted samples indicated that the
process was carried out successfully, as the FTIR spectra showed a higher content of carboxylic
groups derived from AA, which was increased with the treatment time. These results were
corroborated by the TBO assay, where an increase in the density of COOH groups was also
observed as the treatment time increased. This led to a decrease in the contact angle with water
from 80° for the untreated sample, to 44° for the photografted sample at 180 min, which suggests

an increase in the hydrophilic character of the PLA surface.

Regarding thermal properties of the treated samples, the DSC thermograms did not show a
significant change, while the TGA results showed an increase in thermal stability as the treatment
time increased. The photografting also yields changes in the topography of the treated samples,
which were detected by SEM and AFM.

Finally, in terms of hemocompatibility, treated films exhibited a non-hemolytic behavior regardless
the reaction times proposed; a maximum platelet aggregation was obtained for the sample treated
for 20 min, despite the above, in neither case the aggregation value for the positive control was

reached.
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INTRODUCCION

Es un hecho conocido que el balance hidrofilico/hidrofébico de las superficies poliméricas
puede determinar el grado de adsorciébn de proteinas y, por ende, mediar la adhesién e
interaccion de las células sobre un material [1,3]. Sin embargo, el efecto que tiene el caracter
hidrofilico o hidrofébico de una superficie sobre la adsorcidén de proteinas es muy controversial
debido a que muchos de los resultados experimentales reportados no son concluyentes. Por
ejemplo, se ha reportado que las superficies hidrofébicas favorecen la adsorcion de proteinas de
soluciones acuosas mediante mecanismos termodindmicos, pero pueden inducir una adsorcion
fuertemente irreversible y desnaturalizar la conformacién de las proteinas nativas reduciendo de
esta manera su bioactividad. En contraste, una superficie altamente hidrofilica puede repeler
cualquier molécula proteinica e inhibir la adsorcién de estos compuestos [4].

Por lo antes mencionado, se puede inferir que los sustratos con una moderada hidrofilia
serian capaces de adsorber una cantidad adecuada de proteinas y, al mismo tiempo, preservar
su conformacién natural dando como resultado una respuesta celular positiva: adhesion y
proliferacion celular [5].

Por otra parte, en los Ultimos afios se han desarrollado rdpidamente muchos tipos de
dispositivos biomédicos hechos de materiales poliméricos debido al progreso de la ingenieria
biomédica y los constantes avances en dichos materiales; entre los dispositivos que mas auge
han tenido se pueden mencionar aquellos utilizados en la terapia de enfermedades del sistema
sanguineo, como vasos sanguineos artificiales, valvulas cardiacas, stents, etc. Sin embargo, los
resultados clinicos a largo plazo no han sido del todo satisfactorios debido a la formacién de
trombos, por lo que, el uso de estos dispositivos se ha restringido en aplicaciones en las que
estan en contacto directo con el torrente sanguineo. Ademas, esta pobre hemocompatibilidad
afecta también la funcionalidad y eficacia de la activacion de la coagulacién sanguinea y del
sistema inmunoldgico [6].

Las propiedades hemocompatibles de los biomateriales se ven afectadas principalmente
por las caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie. Una estrategia rapida y eficaz para
controlar dichas propiedades consiste en modificar la superficie de los biomateriales, pero
manteniendo las propiedades volumétricas del material; dos de los métodos més eficaces para

realizar dicha modificacion son la inmovilizacién fotoquimica y la polimerizacion por foto injerto

[71



Por lo antes expuesto, el presente proyecto plantea la modificacién superficial del
poli(acido lactico), PLA, mediante foto injerto de acido acrilico, con la idea de modular el balance
hidrofilico/hidrofébico de este material y estudiar como este balance afecta las propiedades
hemocompatibles de este polimero. Se espera obtener un material con una hemocompatibilidad
adecuada, es decir, que no genere hemdlisis ni altere el proceso de agregacion plaquetaria.

El presente trabajo estd organizado de la siguiente manera; en el primer capitulo se
describen los conceptos tedricos necesarios para el entendimiento del proyecto, al igual que los
resultados de investigaciones previas relacionadas con la modificacion del PLA y su efecto en la
compatibilidad biol6gica del mismo; asi mismo, se presentan la hipétesis y objetivos del trabajo.
En el capitulo 2 se menciona la metodologia utilizada para el foto injerto del acido acrilico sobre
las peliculas de PLAy las técnicas de caracterizacion fisicoquimicas y biolégicas necesarias para
evaluar el efecto de dicha modificacién en las propiedades de interés. Por ultimo, en el capitulo 3
se presentan los resultados obtenidos de las caracterizaciones previamente mencionadas,
analizando y discutiendo los mismos, para correlacionar el efecto de la modificacién, y los tiempos
propuestos, con el comportamiento del material ante la hemdlisis y la agregacion plaquetaria.



CAPITULO | - MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1 Marco Tebrico.

1.1.1 Materiales poliméricos para aplicaciones biomédicas.

Los materiales poliméricos son macromoléculas formadas por la unién de moléculas méas
pequeiias denominadas mondmeros, versatiles en estructura, constitucion y propiedades
fisicoguimicas, lo cual conlleva a que diversas estructuras poliméricas se les atribuya distintas
aplicaciones en funcién a sus propiedades fisicoquimicas, interfaciales y biomiméticas para
cumplir un propdsito especifico [8, 9]. Ademas, los materiales poliméricos tienen una amplia gama
de aplicaciones en diversos campos como la biofisica, medicina, electrénica y otras ramas de la
ciencia y la tecnologia.

Entre este tipo de materiales, los biomateriales poliméricos son especialmente utilizados
debido a su reducida toxicidad in vivo, propiedades adecuadas para aplicaciones biomédicas;
estos pueden ser clasificados en dos categorias: sintéticos y naturales. En el primer caso se
pueden incluir a los materiales acrilicos, poliamidas, poliésteres, polietileno, polisiloxanos,
poliuretano, etc.; mientras que entre los biopolimeros naturales se puede encontrar a la colagena,
celulosa, quitosano, polihidroxibutirato, entre otros [10].

Los biomateriales poliméricos se han utilizado en diversos dispositivos biomédicos, como
valvulas cardiacas, corazones artificiales, injertos vasculares, prétesis mamarias, materiales
dentales [11], lentes de contacto e intraoculares [12], accesorios de oxigenadores extracorpéreos,
sistemas de dialisis y plasmaféresis, materiales de recubrimiento para productos médicos,
materiales quirdrgicos, adhesivos de tejidos, etc. [13].

Por ultimo, algunas de las ventajas que tienen los biomateriales poliméricos sobre otras
clases de materiales son:

0] Facilidad de fabricacion

(i) Facilidad de procesabilidad

(iii) Propiedades mecanicas y fisicas deseadas

(iv) Costo razonable.



1.1.2 Poli(acido lactico).

El poli(acido lactico) (PLA, Figura 1.1), es un termoplastico perteneciente a la familia de
los poliésteres alifaticos, se caracteriza por ser biodegradable y es producto de fuentes
renovables. Ademas, el PLA es considerado un material versatil debido a., que pueden obtenerse

una gran diversidad de productos con propiedades especificas para el campo de la medicina o
empague de alimentos.

CH3 [ O] CHs
O \ OH
HO 0

O| CHj,

: dn O

Figura 1.1 Estructura del PLA.

El PLA se obtiene a partir del 4cido lactico, el cual puede encontrarse como una mezcla
de sus isomeros D(-) y L(+), y tiene propiedades fisicas similares al Polipropileno (PP) y
Poliestireno (PS), lo que lo hace util para diversas aplicaciones que incluyen la fabricacion de
fibras, peliculas y materiales de empaque para alimentos, con el atractivo de hacerlo en equipos
utilizados para la transformacién de otros termoplasticos [14].

La Tabla 1.1 muestra las principales propiedades fisicas del PLA con diferentes
porcentajes del isomero L, Poli(acido L-lactico) (PLLA), y la Tabla 1.2 compara algunas de las
propiedades mecanicas del PLA con otros termopléasticos [15].

Tabla 1.1 Propiedades Fisicas del PLA, en funcion del contenido de L-lactico.

% Tg°C Tm°C  AH;, Densidad,
PLLA DSC DSC J/g g/cm?

100 60 184

98 61.5 176.2 56.4 1.2577
92.2 60.3 1585 35.8 1.2601
87.5 58 NA NA

80 57.5 NA NA 1.2614
45 49.2 NA NA 1.2651
NA: Amorfo




Tabla 1.2 Comparacién de las propiedades mecanicas del PLA con otros termoplasticos.

Médulo  Impacto  Modulo Elongacién

de Izod (J/m) de ala
tensién Flexién ruptura (%)
(MPa) (MPa)
PLA 3834 24.6 3689 4
PS 3400 27.8 3303 2
iPP 1400 80.1 1503 400

PS: Poliestireno
iPP: Polipropileno Isotéactico

El PLA puede degradarse facilmente mediante hidrolisis enzimatica o hidrdlisis alcalina en
composta; cuando es implantado en organismos vivos, incluyendo el cuerpo humano, éste se
hidroliza hasta a-hidroxiacido, el cudl es eliminado entonces por mecanismos metabdlicos [16].
La velocidad de degradacion depende del tamafio y forma del articulo, temperatura del medio, y
cristalinidad del material [17], pudiendo alcanzar meses o afos, para el PLA cristalino, mientras
que el PLA amorfo se degrada en semanas.

El PLA, es un biopolimero sintético con variadas aplicaciones debido a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad, propiedades termo-mecanicas y su facilidad de
procesamiento. Entre sus aplicaciones en el campo biomédico se encuentran: las suturas
bioabsorbibles, sustitutos de materiales 6seos, almohadillas desechables y sistemas de liberacion
de farmacos [18]. Al tratarse de un poliéster, el PLA tiene baja hidrofilia y poca capacidad de
funcionalizacién, lo cual podria limitar su uso en aplicaciones futuras. Para solucionar esta
problematica, se han utilizado distintos métodos fisicos y quimicos para modificar su superficial y
con esto, mejorar la hidrofilia del PLA [19].

1.1.3 Técnicas de modificacion superficial.

La modificacion superficial de materiales es una estrategia empleada frecuentemente para
la adaptacion de un material para una aplicacion especifica. Este proceso también se denomina
funcionalizacion superficial y puede llevarse a cabo mediante una gran diversidad de métodos
como procesos térmicos, fotoquimicos, mecéanicos, tecnologias de plasma, etc. En consecuencia,
la eleccion del método de funcionalizacién esta condicionada por la naturaleza del material de

partida, limitando la aplicacion de ciertos tipos de técnicas [20].



El proceso de funcionalizacion superficial de polimeros se lleva a cabo mediante la
transformacion de las especies quimicas presentes en la superficie por reacciones de
oxidacién/reduccién, la adicion de nuevas especies a la misma, cambios de la rugosidad o, la
deposicion de una pelicula delgada de un material con las propiedades requeridas, entre otras.
Con esto, se logra modificar las caracteristicas quimicas superficiales del material, asi como sus
propiedades de adsorcion, rugosidad, bioactividad, toxicidad, etc., pudiéndose obtener polimeros
con diversas aplicaciones [21].

La hidrofobia y la hidrofilia de la superficie de un polimero pueden ejercer una gran
influencia en la aplicacion de éste en campos como la biomedicina. Por ejemplo, se requieren
materiales con diferentes caracteristicas para la fabricacion de vasos sanguineos artificiales, que
para membranas de regeneracion 0sea, o para la obtencion de superficies antibacterianas. Con
esto se pone de manifiesto que el balance hidrofébico/hidrofilico de una superficie es un factor
que debe controlarse correctamente en el disefio un material [22].

1.1.4 Modificacion superficial por injerto fotoinducido.

La polimerizacion por fotoinjerto de monémeros, o injerto fotoinducido sobre la superficie
de polimeros, es uno de los procesos mas Utiles para la modificacion de superficies debido a sus
ventajas significativas como: bajo costo de operacion, condiciones de reaccién poco severas, y
alteracion permanente de la superficie del material [23].

La maodificacion superficial de polimeros por fotoinjerto se inicia con el empleo de
radiaciones de alta energia (rayos y o haz electrones) y las de baja energia (luz UV) [24]. No
obstante, la radiacion de alta energia puede causar efectos quimicos adicionales en el polimero
expuesto [25]. Por ejemplo, si los radicales libres formados se recombinan dentro del sustrato
puede ocurrir entrecruzamiento. Por otro lado, si las cadenas se rompen se indice la degradacion
del polimero. Estos procesos pueden ocurrir simultdneamente, y dependiendo de la estructura
del polimero, alguno predominaréa sobre el otro.

Por lo anterior, la radiacion de alta energia no es una ruta viable para la modificacion
superficial de muchos materiales biodegradables, especialmente los poliacidos, debido a su
inestabilidad y susceptibilidad a degradarse por rompimiento de cadenas como resultados de la
irradiacion, incluso a bajas dosis [27, 27, 28]. En el caso de la radiacion UV, la energia irradiada
es mucho menos intensa que la de radiaciones gamma o haz de electrones, debido a la poca
penetracion que tiene en el sustrato [29], por lo que es mas utilizada para la modificacion

superficial de este tipo de materiales.



En este proceso, se emplea una solucion reactiva contiene al monémero a injertar y al
fotoiniciador capaz de inducir el injerto; la polimerizacion por injerto inicia en la superficie del

sustrato e involucra una transicion de fases, de una solucion liquida reactiva a una fase sélida.

1.3.1 Mecanismo de fotoinjerto en masa inducido por luz UV.
La Figura 1.2 ilustra el mecanismo de reaccién del injerto de un monémero vinilico (N-

vinilcaprolactama, VCL), sobre una pelicula de PLA.
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Figura 1.2 Mecanismo de fotoinjerto de la N-Vinilcaprolactama sobre un sustrato de PLA.

Primeramente, la benzofenona (BP), que se encuentra excitada hasta su estado triplete
([BP]"), extrae el hidrégeno terciario del PLA y, esto produce un macroradical activo y el radical
semipinacol. El macroradical activo sera un radical libre el cual iniciara la polimerizacién por un
mecanismo de radicales libres, y el radical semipinacol iniciard la homopolimerizacion del
monoémero y eventualmente podra participar en reacciones de terminacion por combinacion [30].

La adicion del monémero de VCL sobre el macroradical iniciara el centro reactivo, y
mientras se sigan adhiriendo mas moléculas de mondémero, se propagara continuamente la
cadena polimérica [31].

La terminacion de la cadena se dara por un numero de reacciones las cuales se
esquematizan en la Figura 1.3 [32]. Es importante sefialar que debido a que se lleva a cabo la
abstraccion de un H es posible que exista una oxidacion del sustrato, la probabilidad de que

ocurra aumenta con el tiempo de irradiacion [28].
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Figura 1.3 Mecanismo de terminacion del fotoinjerto de la N-Vinilcaprolactama sobre un sustrato
de PLA.

La Benzofenona es un fotoiniciador sensible a la luz UV que favorece la polimerizacion
por fotoinjerto [24], mientras que otros favorecen la homopolimerizacién, como es el caso de la
dimetéxifenil-acetofenona (DMPA).

Inicialmente, cuando la BP absorbe la luz UV en un intervalo entre 300-400 nm de longitud
de onda, los electrones del grupo carbonilo llevan a cabo una serie de transiciones electronicas.
Por reglas de seleccion y energia, se considera que las transiciones mas probables para este
proceso son la transicién n — * y la transicion ™ — 1, donde n son aquellos electrones libres o
de no-enlace, 11 son los electrones que forman insaturaciones, y T* son electrones denominados
T anti-enlace. De ambas transiciones, la transicion ™ — 11* es aparentemente la mas probable
gue ocurra por condiciones de simetria. Sin embargo, no sucede asi, esto debido a un mayor
requerimiento energético para su transicion (159 - 143 kcal/mol) en comparacion con la energia
necesaria para llevar a cabo una transicion n — 1 (102 - 95 kcal/mol) [33].

Después de llevarse a cabo la transicion electrénica, la BP se encuentra en un estado
singlete en el cual sus electrones se encuentran excitados. Mediante un proceso fotofisico que
implica el giro de spin del electron excitado, conocido como cruce entre sistemas (ISC, de sus
siglas en inglés), la BP pasa a un estado reactivo conocido como triplete el cual es capaz de
abstraer un &tomo de hidrégeno del sustrato polimérico y asi crear un macroradical activo sobre

el sustrato y un radical de la BP conocido como semipinacol [30].



La ruta detallada que sigue la BP después de absorber luz UV se esquematiza en la Figura

1.4.
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Figura 1.4 Fotdlisis de la Benzofenona.

Los estados excitados en las moléculas en general son de vida corta. Por el fenémeno de
emision, la molécula excitada regresa a su estado singlete fundamental y se manifiesta a través

de fluorescencia, energia térmica o reacciones fotoquimicas.

1.3.2 Factores que afectan el fotoinjerto en masa con luz UV.
Caracteristicas del sustrato.

La estructura quimica del sustrato define la facilidad de abstraccion del hidrogeno (H), por
lo tanto, la eficiencia de injerto decrece en el siguiente orden, en materiales que contienen H
adyacentes a los siguientes atomos o grupos funcionales que los contienen: N > O > C terciario
> C secundario > C primario > anillo aromatico [34, 35].

Es probable que la morfologia del sustrato polimérico afecte la reactividad del sistema.
Morfologias con baja densidad o estado amorfo como el Polipropileno (PP) y el Polietileno de
Baja Densidad (LDPE) deben favorecer el proceso de fotoinjerto, mientras que una alta
cristalinidad y buena orientacion deberian retardar este proceso como el Polipropileno Orientado
Biaxialmente (BOPP) y el Polietileno de Alta Densidad (HDPE) [34]. Lo anterior puede ser efecto
del movimiento que existe entre las cadenas. Mientras mayor libertad de movimiento exista, podra

haber una mayor probabilidad de reaccién; en su ausencia, este proceso puede ser nulo.



Debido a que la radiacion UV incidente tiene que penetrar la capa superior de la pelicula
polimérica, antes que alcance la solucién de mondémero e iniciador, al menos una de las dos caras

del sustrato debe ser transparente a la radiacion UV.

Concentracién de fotoiniciador y monémero.

El efecto directo de aumentar la concentracion de fotoiniciador, es incrementar la
absorcion de luz UV por parte del fotoiniciador, aunque se disminuye la intensidad de luz UV en
la interface de la solucién de fotoiniciador y la superficie del sustrato [35].

A grandes concentraciones de fotoiniciador, el efecto de apantallamiento y dispersion de
luz UV hacia la cara inferior del sustrato aumenta, provocando que exista menor cantidad de
polimero injertado sobre la superficie del sustrato inferior. Ademas, se ha demostrado que, para
cada tiempo de irradiacion existe un 6ptimo en la concentracion de BP que favorece la velocidad
de reaccion debido al mismo efecto de transmitancia de luz UV hacia la cara inferior del sustrato
[23, 34].

El porcentaje de injerto obtenido aumenta con el incremento en la concentracién de
mondmero. A bajas concentraciones de mondémero, las velocidades de iniciacion y propagacion
se incrementan con el incremento en la concentracion de monémero y, la velocidad de
terminacion es baja porque la movilidad de los radicales poliméricos es muy pequefia en la matriz
menos adsorbida. Mientras que, altas concentraciones de mondémero tienden a incrementar la
velocidad de propagacién de la reaccién, pero este efecto es sobrepasado por el gran incremento

en la velocidad de terminacién de cadenas mas libres adsorbidas en la matriz [36].

Disolvente.

Se ha reportado que los disolventes con hidrégenos capaces de ser abstraidos por la [BP]"
entorpecen la reaccion de fotoinjerto [34]. Lo anterior se debe a que existe una competencia entre
la abstraccion del hidrégeno del sustrato y del disolvente. Ademas, el disolvente es un factor
importante en la difusion del polimero formado. Si el disolvente es capaz de disolver a la cadena

en propagacion, la polimerizacion sera favorecida.

Viscosidad de la solucién.

La homopolimerizacion y el injerto disminuyen cuando la viscosidad de la solucion se
incrementan debido a que a mayor viscosidad de la solucion, la intensidad de luz UV sobre la
cara inferior disminuye producto del apantallamiento y dispersion de la solucion; (2) la

polimerizacién por fotoinjerto en las dos superficies del sustrato ocurren con dos tipos de radicales
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en crecimiento: uno es el radical de la cadena de polimero injertada al cual esta unida a la

superficie del sustrato y la otra es el radical de la cadena de homopolimero [34].

Temperatura.

Para las fotopolimerizaciones en general, el efecto de la temperatura no es demasiado
debido a la baja energia de activacion; sin embargo, para el foto injerto, el efecto es diferente.

La energia de activacion de la BP (6.8 kcal/mol) es mucho méas grande que las de las
reacciones de fotoreduccién comunes (2.2 - 4.4 kcal/mol). Las diferencias pueden ser atribuidas
a las propiedades del sistema de reaccion: la entalpia de la superficie del material polimérico; y
que la polimerizacion en masa sobre la superficie causa una transformacion de fases del sistema
durante la polimerizacion: liquido - estado viscoso - sélido. Estos factores tienden a reducir la
reactividad de los atomos de hidrégeno y disminuir la velocidad de difusién de la BP, la cual
incrementa su sensibilidad de fotoreduccién con la temperatura de reaccion [37].

Por ejemplo, Xing et al. [32] demostraron que al aumentar la temperatura en la que se
lleva a cabo el fotoinjerto de Anhidrido Maleico (MAH)/n-butilviniléter (BVE) sobre la superficie de
PP se reduce la homopolimerizacién, por lo que el injerto sobre la superficie del material aumenta,
debido a las diferencias de energias de activacion involucradas, y donde la energia de activacién
del fotoinjerto (29.3 kJ/mol) es mayor a la de la homopolimerizacién (5.9 kJ/mol). Es asi que, la
influencia de la temperatura en el sistema afecta mas al fenbmeno de fotoinjerto que a la

homopolimerizacion.

Efecto del oxigeno.

Es bien conocido que el oxigeno molecular (O2) inhibe fuertemente la fotopolimerizacion
por radicales libres, mediante la terminacion de éstos, a partir de la formacién de grupos
hidroperéxidos. Como se muestra en la figura 1.5, cada macroradical, polimero activo, puede
producir diversos grupos hidroperoxidos los cuales, por termdlisis, generaran radicales alcoxi e
hidroxi; ambas especies son conocidas por reaccionar con grupos vinilicos e inducir asi

polimerizaciones adicionales (ver la ecuacion 1.1) [38].

A
PO,H - PO" + "0OH (1.1)
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Figura 1.5 Esquema de reaccion de la peroxidaciéon del sustrato polimérico en el fotoinjerto en
rpesencia de aire.

Takeishi [39] demostr6 que el tiempo de induccién necesario para que ocurra la
fotopolimerizacion de la N-Vinilpirrolidona en presencia de aire, esta asociado a que el oxigeno
presente forme un complejo con el monémero y, es después de este periodo, cuando el oxigeno
se consumira por completo, y la polimerizacion ocurrira.

El complejo cambia la fotoquimica del sustrato en un producto intermedio (cuya estructura
se desconoce) relativamente inestable que se descompone facilmente produciendo radicales
libres para iniciar la polimerizacién. La ecuacion 1.2 representa la ruta de formacion del producto

intermedio.
hv hvoA
M+0,C—>C"—>1—R" (1.2

R™ + M - Polimero

donde M, C, |, y R* son el monémero, el complejo, el producto intermedio, y el radical libre,
respectivamente.

Yang y Ranby [37] compararon el efecto que tiene el colocar la solucién sobre una cara
en lugar de colocarla en las dos caras del sustrato; y observaron que no se formaba polimero
cuando la solucion se encontraba expuesta al aire, por lo que el oxigeno es un inhibidor claro de
la polimerizacién, al menos en tiempos cortos de irradiacion.

Takeishi [39] también encontrd que, a mayor concentracion inicial de oxigeno, después

de haberse consumido, la velocidad de polimerizacién serd mayor.

1.1.5 Caracterizacion superficial de materiales.
Existen diversas técnicas analiticas para identificar y/o confirmar los cambios quimicos y
fisicos que ha experimentado la superficie de un polimero después de su modificacion. En la

Tabla 1.3 se presenta un resumen de dichas técnicas con sus principales caracteristicas.
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Tabla 1.3 Principales técnicas de caracterizacion superficial de los materiales.

. o Profundidad  Resolucion Sensibilidad
Método Principio L . -
de analisis espacial analitica
Utiliza un haz de
electrones para
producir imagenes de Tipicamente 4 Es alta, pero no
SEM L 0.5 nm o
alta resolucion de la nm es cuantitativa
superficie de una
muestra
Es capaz de registrar .
P g 0.01 nm Sensibilidad de
continuamente la Escala 5
AFM ) hasta unos L fuerza de 10*
topografia de una nanomeétrica
pPOCOS um Nal0®°N
muestra
La radiacion IR es
absorbida por un
enlace cuando la
frecuencia vibracional
usada es la misma que
FTIR-ATR ) 1-5pum 10 pm 1 % mol
la del propio enlace,
facilitando la asignacion
de picos de absorcién a
grupos funcionales
especificos
Los rayos X causan la
emision de electrones -
XPS ; 1-25nm 10 - 150 pm 0.1 % atdmico
de una energia
caracteristica
Mediante el mecanismo _
_ . _ o, Dependiendo ) Alta, cuando
Colorimetria  de intercambio iénico, Sujeto a la
. de los L, hay gran
(Densidad de  se asume gue un mol concentracion i
_ grupos cantidad de
grupos de TBO reacciona con _ de los grupos
funcionales , grupos
COOH) un mol de grupos funcionales _
presentes funcionales
COOH
El &ngulo de contacto Baja o alta
Angulo de es utilizado para dependiendo
. o 0.3-2nm 1 mm .
contacto estimar la energia libre de la quimica
superficial superficial
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La microscopia de fuerza atomica (AFM) posee una alta resolucién, lo que permite
detectar superficies con picos y valles, cuya altura o profundidad sea del orden de nanémetros,
por lo que se ha convertido en una herramienta ampliamente utilizada para estudiar la topografia
de los materiales a este nivel [40].

Por otro lado, entre las técnhicas espectroscépicas mas utilizadas para revelar la estructura
quimica superficial de los materiales poliméricos, asi como los cambios generados por distintos
tratamientos, se encuentran: la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier en modo
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) y la espectroscopia foto electronica de rayos-X (XPS). La
profundidad de andlisis es diferente en cada técnica, por lo que la sensibilidad y la informacion
obtenida es distinta en cada técnica, pero complementaria entre si.

Un método adicional para la determinacion de grupos funcionales en un biomaterial
involucra el uso de técnicas colorimétricas. Para esto, se han desarrollado varios métodos que
miden eficazmente la densidad superficial de ciertos grupos como los grupos carboxilo y los
grupos amino, basandose en un mecanismo de intercambio iénico. Sin embargo, su principal
desventaja es que son técnicas menos sensibles que los analisis de XPS y, por lo tanto, sélo son
Gtiles cuando hay una gran cantidad de estos grupos funcionales en la superficie [3].

Por otro lado, las superficies solidas se pueden clasificar en dos grupos: hidrofilicas,
cuando son humectables con agua y poseen una alta energia superficial; e hidrofébicas, en el
caso de no ser humectables con agua y contar con una baja energia superficial.

La medicién del angulo de contacto es un método que permite evaluar el caracter
hidrofilico de un material, ya que muestra la afinidad de la superficie a ciertos liquidos (polares o
no polares). Existen varios parAmetros que pueden influir considerablemente en la medicién, tales
como el volumen de la gota, la densidad del liguido, la presion de vapor del liquido, el tipo de
superficie (rugosa o lisa), el tiempo de equilibrio y la temperatura del laboratorio. A partir de los
datos del angulo de contacto se puede determinar los valores de la energia libre superficial del

sdlido, junto con sus componentes polar y dispersiva [41].

1.1.6 Hemocompatibilidad.

El contacto de un material extrafio con la sangre implica un tipo particular de respuesta
por parte del cuerpo. Esta respuesta es de considerable importancia dado que la mayoria de los
dispositivos biomédicos implantados en el cuerpo humano entran en contacto directo con la
sangre; en consecuencia, los materiales utilizados deben poseer caracteristicas especificas de

biocompatibilidad definida genéricamente como hemocompatibilidad [42].
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Al ponerse en contacto con sangre, los materiales con poca o0 nula compatibilidad
sanguinea pueden causar dafios al cuerpo a nivel local o a nivel sistémico. El principal dafio que
se produce en estos casos es la coagulacion de la sangre, la cual consiste en la solidificacion
parcial o total de este liquido. Los coagulos formados se dividen en trombos y émbolos; los
primeros son coagulos que permanecen adheridos al &rea de origen, mientras que los segundos
son coagulos que son transportados por el torrente sanguineo. EI émbolo, que se origina en una
pared arterial, puede migrar hacia vasos de menor calibre, ocluyéndolos y bloqueando el flujo de
sangre a las areas periféricas; lo anterior puede conducir a la necrosis de los tejidos que ya no
reciben sangre [43].

Otros dafios resultantes de una mala compatibilidad sanguinea son aquellos que pueden
afectar las proteinas, las enzimas y la parte corpuscular de la sangre. Los ejemplos tipicos de
esto son la hemdlisis, es decir, la descomposicion de los glébulos rojos y su induccién para la
liberacion de plaquetas [44].

La reaccion fundamental que conduce a la coagulacién de la sangre es la conversion de
fibrindbgeno, una proteina contenida en la sangre, en fibrina, por una enzima denominada
trombina. La fibrina es una proteina que forma una red densa de filamentos insolubles en la que
guedan atrapados los glébulos rojos, las plaquetas y el plasma.

Existen dos mecanismos diferentes de coagulacion de la sangre, llamados via extrinseca
y via intrinseca. La via extrinseca se activa directamente por dafio tisular, lo que provoca la
liberacion de tromboplastina; en contraste, la via intrinseca es causada por el contacto de la
sangre con una superficie que lleva una carga negativa. La via intrinseca también puede tener
lugar fuera del cuerpo, por ejemplo, cuando la sangre entra en contacto con una superficie
cargada negativamente como el vidrio. Tanto la tromboplastina como las superficies cargadas
negativamente activan el proceso de coagulacion al convertir la protrombina en trombina, que es
la fase comuan de los dos mecanismos [45].

Hay varias caracteristicas de la superficie de un material que afectan su compatibilidad
con la sangre como la rugosidad, la humectabilidad y la carga superficial. De hecho, se ha
observado que la sangre se coagula mas facilmente en superficies rugosas que en superficies
lisas y, en superficies hidréfobas en lugar de hidréfilas. El efecto trombético causado por las
superficies rugosas probablemente se deba a la mayor area superficial, que exponen a la sangre
en comparacion con una superficie lisa. Por tanto, las superficies de los materiales que se utilizan
en contacto con la sangre deben ser de preferencia lisas. Esto, ademas de prevenir la
coagulacién, puede facilitar que los coagulos se desprendan inmediatamente después de su

formacion, cuando aun son microscépicos, evitando asi, que alcancen dimensiones peligrosas.
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Un caso muy especial es el que implica el uso de materiales trombogénicos de superficie
rugosa para favorecer la coagulacién de la sangre en los intersticios porosos. Los tejidos de fibra
polimérica utilizados en la construccidn de proétesis vasculares son un ejemplo de estos
materiales. Su uso evita la salida inicial de sangre de la protesis y permite el posterior crecimiento
de tejido endotelial dentro de la prétesis. Los metales y las ceramicas no tienen carga superficial
intrinseca, mientras que los polimeros tienen cargas superficiales que dependen del tipo de
grupos funcionales presentes, por lo que se han desarrollado varios métodos para obtener nuevos
materiales no trombogénicos o para mejorar la trombogenicidad de los conocidos [46].

Para evaluar la hemocompatibilidad de los dispositivos 0 materiales médicos, sobre
sangre y/o los componentes sanguineos, se han considerado 5 categorias de pruebas indicadas
en la norma 1SO 10993-4 para la evaluacion de la hemocompatibilidad, las cuales abarcan la
agregacion plaquetaria, hemdlisis, coagulacion, hematologia e inmunologia (complemento y
leucocitos) [47].

1.2 Antecedentes.

El foto injerto es un método para la modificacién de la superficie de biomateriales que se
destaca por su simpleza, eficiencia y rentabilidad; ademas, el foto injerto puede mejorar muchas
propiedades de los materiales biomédicos como la hemocompatibilidad, la hidrofilicidad, la
humectabilidad y la citocompatibilidad, entre otros, mediante el injerto de una variedad de grupos
funcionales en la superficie del material.

Anteriormente, el PLA se ha copolimerizado con el polietilenglicol (PEG) para preparar
copolimeros en bloques PLA-b-PEG con diferentes contenidos de PEG, resultando en la
disminucion del angulo de contacto con el agua de 79.0° a 33.5° cuando el contenido de PEG
aumento [48]. También se ha sintetizado un copolimero por injerto anfifilico PLA-g-PAA mediante
la combinacién de polimerizacion por adicidn-fragmentacion y transferencia de cadena reversible
(RAFT), polimerizacion por apertura de anillo (ROP) y copolimerizacion por injerto. El copolimero
mostré un comportamiento de micelizacion sensible al pH y capacidad de auto ensamblarse en
microesferas bajo ciertas condiciones, abriendo posibilidad a la liberacion controlada de farmacos
[49].

Por otra parte, tratdndose del injerto de grupos funcionales a las superficies poliméricas,
Janorkar et al. [50] estudiaron la introduccion de grupos amina en la superficie de una pelicula de
PLA mediante injerto foto inducido, utilizando la 4,4'-diaminobenzofenona, para crear

arquitecturas ramificadas que contenga grupos amino en las capas injertadas. Estas arquitecturas
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fueron creadas mediante reacciones posteriores mediadas por carbodiimida con &cido succinico
y tris (2-aminoetil) amina. Se midié la adhesion y la viabilidad de fibroblastos MC3T3 y se observé
gue ambos parametros mejoraron con el injerto de los grupos amino.

Edlund et al. [25] utilizaron foto injerto para unir covalentemente poliacrilamida, poli
anhidrido maléico o poli N-vinil pirrolidona a superficies de peliculas de poli(acido lactico). En
cada caso, la pelicula de PLA se expuso a la mezcla del monémero a injertar y benzofenona, en
fase de vapor, con irradiacion UV a 50°C. El grado de injerto y la humectabilidad de cada pelicula
aumentaron con el tiempo de irradiacion UV. Los valores del angulo de contacto cambiaron de
80° a 50° para el injerto de poli (anhidrido maléico), hasta 3° para el injerto de poliacrilamida 'y a
25° para el injerto de poli (N-vinil pirrolidona) con 30 min de irradiacion. De igual manera, Kallrot
et al. [51] observaron que las peliculas de PLA foto injertadas con poli (N-vinil pirrolidona), en fase
de vapor, proporcionaron un buen sustrato para que se adhirieran y proliferaran dos tipos de
células humanas de piel: queratinocitos y fibroblastos.

Por otra parte, Zhu et al. [52] estudiaron la adhesion de condrocitos sobre sustratos de
poliacido lactico injertado con poli (&cido metacrilico) (PLA-g-PMAA). Ellos encontraron que el
angulo de contacto en agua 6ptimo, es decir en donde se tuvo mayor proliferacion de condrocitos,
fue de 76° (con una densidad de grupos carboxilo de 3.8 x 107 mol/cm?). Cuando la densidad de
grupos carboxilicos (COOH) en la superficie de este material se increment6 hasta 12.6 x 10’
mol/cm?, el &ngulo de contacto en agua disminuyd a 65° (es decir, se hizo mas hidrofilico), pero
el PLA-g-PMMA exhibi6 una muy pobre adhesién y proliferacion de condrocitos.
Interesantemente, cuando la copolimerizacién por injerto fue iniciada por otro método (Fe?* en
lugar de UV, utilizado en el caso anterior), el PLA-g-PMMA obtenido mostré una mejor adhesion
y proliferacién de condrocitos a pesar de exhibir un angulo de contacto en agua de 52° (o sea,
mas hidrofilico) y una densidad de grupos carboxilicos de 1.8 x 10" mol/cm? (menor que el
reportado previamente como éptimo, de 3.8 x 10’ mol/cm?).

Zhu, et al. [53] sintetizaron un complejo de gelatina (gel) con acil quitosano N-maléico
(NMCS) mediante interaccion hidréfoba, y posteriormente foto injertaron este complejo
(gel/NMCS) sobre la superficie del PLA para mejorar su biocompatibilidad con células
endoteliales. EI PLA modificado con gel/NMCS mostr6 un angulo de contacto de 52 + 1.2° y
mejord la propagacion y aplanamiento de células endoteliales obtenidas de vena umbilical
humana (HUVEC) promoviéndose la expresion de la CD31 (molécula de adhesién de células
endoteliales de plaquetas) y el Vwf (factor de Von Willebrand: glucoproteina de la sangre que
interviene en el momento inicial de la hemostasia), de manera mas estructurada que en

superficies de PLA sin modificar. Al mismo tiempo, la retencion celular fue 1.6 veces mayor en la
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superficie del PLA-gel/NMCS, comparado con el PLA sin modificar, lo que demostr6 una mejor
hemocompatibilidad.

Como se puede apreciar de la revision previa, aunque la modificacion superficial del PLA
con injerto de diversos grupos funcionales se ha estudiado, los parametros de reaccién del PLA-
g-AA que mantienen hemocompatibilidad no han sido ampliamente abordados, por lo que se ha
encontrado en esto un nicho de oportunidad muy interesante.

En este trabajo, se plantea realizar el foto injerto de acido acrilico sobre peliculas de PLA,
con la intencién de mejorar el balance hidrofilico/hidrofébico de la superficie del material,
manteniendo su naturaleza no hemolitica, y agregacion plaquetaria no trombotica, lo cual podria

conducir a ampliar sus posibilidades de aplicacion en dispositivos biomédicos implantables.
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HIPOTESIS
La modificacion superficial de peliculas de poli (&cido lactico), PLA, mediante el foto injerto
de acido acrilico mejora el balance hidrofébico/hidrofilico de los sustratos, manteniendo una

hemocompatibilidad adecuada, tomando como referente la hemdlisis y agregacién plaguetaria.

OBJETIVOS

1.3 Objetivo General.
Estudiar el efecto que tiene el foto injerto de &cido acrilico (AA) sobre la superficie de
peliculas de poli (acido lactico) (PLA), e investigar la relacion que esto guarda con las propiedades

fisicoguimicas y hemocompatibles de este polimero.

1.4 Objetivos Especificos.
1. Foto injertar acido acrilico (AA) sobre peliculas de poliacido lactico (PLA).
2. Caracterizar los sustratos injertados, y sin modificar, mediante técnicas analiticas como
FTIR-ATR, DSC, TGA, AFM, SEM, TBO y angulo de contacto.
3. Estudiar las propiedades hemocompatibles de los sustratos obtenidos mediante hemélisis
y agregacion plaquetaria.
4. Correlacionar las propiedades superficiales de los distintos sustratos obtenidos

(composicién, balance hidrofilico/hidrofébico) con sus propiedades hemocompatibles.
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CAPITULO Il - MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales.

En este estudio se utilizo poli (Acido lactico) PLA 2002D de NatureWorks LLC (Minnetonka,
MN, USA) en forma de pellets, para la obtencion de las peliculas. Para las reacciones de
fotoinjerto se utilizé benzofenona al 99% como activador y acido acrilico al 99% como mondémero.
Los disolventes utilizados fueron etanol (CoHsOH) grado reactivo con una pureza de 99.5% y
diclorometano al 99.8% (CIl.CH.). Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron obtenidos
de Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

Preparacion del material.

Para la obtencién de las peliculas de PLA se utilizaron cajas de Petri de 90 mm de
diametro x 15 mm de alto, las cuales fueron sometidas a un proceso de limpieza con metanol y
posteriormente lavadas con abundante agua destilada, secadas a temperatura ambiente y
finalmente en una estufa de conveccién a 100°C.

Por otro lado, se disolvieron 0.5 g de PLA en 10 mL de diclorometano durante 15 minutos
a 300 rpm, para después verterse en la caja de Petri seca, manteniendo todo el sistema durante

24 h, en un ambiente cerrado, para permitir la evaporacién adecuada del disolvente.

2.2 Foto injerto de acido acrilico.

Se cortaron muestras (3 cm x 1 cm) de las peliculas obtenidas; para la modificacion
superficial del sustrato se realizé un proceso de 2 pasos:

En el primer paso, las peliculas fueron colocadas en 12.6 mL de solucién etandlica de
benzofenona (BP) al 5% w/w, permitiendo que dicha solucién cubriera totalmente a la pelicula
durante 5 minutos. Seguidamente, y bajo atmdsfera inerte para evitar que los sitios de activaciéon
generados por la BP reaccionaran con el oxigeno, las muestras fueron transferidas a distintos
viales sin etanol, los cuales se sellaron usando Parafilm.

Las muestras se expusieron a irradiacion UV durante 10 minutos utilizando una lampara
12-LED/UV Lamp Z17, de 36 W con un intervalo de longitudes de onda de 365-405 nm.
Posteriormente, cada muestra se agité en etanol durante 10 min a 120 rpm para eliminar la
benzofenona sin reaccionar y se dejaron secar a temperatura ambiente.

De forma general, en este paso, durante la excitacion alcanzada por la irradiacion UV, el
fotoiniciador al absorber luz es promovido al estado excitado singlete (S), el cual por un rapido

proceso de cruce intersistema pasa al estado triplete (T), el cual es capaz de abstraer un atomo
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de hidrégeno del sustrato polimérico y crear un macroradical activo sobre el sustrato y un radical
de la BP conocido como semipinacol durante la fase de foto reduccién.

A partir de este estado electrénicamente excitado, de mayor tiempo de vida, se producen
los radicales primarios (R) capaces de reaccionar con la molécula de monémero (M) e iniciar la
polimerizacién

En el segundo paso, las peliculas activadas con BP se colocaron en distintos tubos de
ensayo con una solucién etandlica de &cido acrilico (AA) al 10% v/v. Cada tubo de ensayo se
purgo con nitrégeno y se expuso a radiacion UV durante 10, 20, 30, 60 y 180 minutos [54].

En esta etapa, el macro radical activo, obtenido de la foto reduccién anterior, iniciara la
polimerizacién por un mecanismo de radicales libres y, el radical semipinacol iniciara la
homopolimerizacion del monémero durante la fase de iniciacion. Para la fase de propagacion, la
adicion del mondémero de AA sobre el macro radical iniciara el centro reactivo, y mientras se sigan
adhiriendo mas moléculas de monémero, se propagara continuamente la cadena polimérica.

Por ultimo, la terminacion de la cadena se dara por distintas reacciones entre el extremo
de la cadena en crecimiento con un radical libre o por la unién de los extremos de dos cadenas
en crecimiento simultaneo.

En la Figura 2.1 se muestra un esquema del procedimiento de reaccion.

hv
EXCITACION BP —= [BPF — [BPf
OH
PASO 1 ] ,
FOTO REDUCCION [BP]" + 2’ — O—CO
Il . Il
INICIACION * 4 CH,=CH-C—OH —» %CHZ—CH—C—OH

PASO 2

L Il
PROPAGACION  -CH2~CH—C—OH + nCH,=CH—C—OH — flne e

TERMINACION i CHp— C' + O -O éMWCHz —C——C—OH

OH

Figura 2.1 Representacion esquematica de la reaccion del injerto foto inducido del &cido acrilico

sobre la superficie del poli(acido lactico) [54].
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Después de la irradiacién, el sustrato se agité en etanol durante 10 minutos a 120 rpm,
para eliminar el monémero no injertado. Se prepard una pelicula de control, inicamente de PLA,

sin realizar la activacion de la BP (primer paso) ni el foto injerto del monémero (segundo paso).

2.3 Caracterizacién fisicoquimica.
2.3.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, en modo reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR).

Los materiales sin modificar y modificados fueron caracterizados mediante analisis de
FTIR-ATR, usando un cristal de ZnSe. Los espectros fueron obtenidos en un equipo Nicolet 8700
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) en el modo de absorbancia, utilizando un promedio de 100

barridos, una resolucion de 4 cm™, en un intervalo de niimero de onda de 4000 a 650 cm™.

2.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

El estudio por DSC se llevé a cabo en un DSC-7 de la marca Perkin Elmer, en un intervalo
de temperatura de 50 a 200°C, a una rapidez de calentamiento de 10°C/min. Las muestras se
colocaron en charolas de aluminio para su analisis. Esta técnica permiti6 determinar la
temperatura de fusién (Tm), la temperatura de cristalizaciéon (Tc) y la temperatura de transicion

vitrea (Tg) de los materiales.

2.3.3 Andlisis termogravimeétrico (TGA).
Los analisis de termogravimetria fueron realizados en un analizador termogravimétrico
TGA-7 Perkin Elmer, utilizando un intervalo de temperatura de 50 a 650°C, y una rampa de

calentamiento de 10°C/min en una atmésfera de nitrégeno.

2.3.4 Angulo de contacto.

El &ngulo de contacto de los materiales fue medido por el método de la gota sésil, usando
un goniometro 6ptico (Ramé-hart 250-U1, USA) y una micropipeta. Una gota de agua destilada
de 5 pL, fue aplicada sobre las muestras irradiadas y sin irradiar, realizando mediciones en
tiempos de 1 a 10 segundos posteriores a la colocacién de la gota y obteniendo un promedio

entre éstas.

2.3.5 Método colorimétrico de azul de o-toluidina (TBO) para la determinacién de la concentracién
de grupos carboxilicos.
La concentracion de los grupos COOH en la superficie de los materiales, de control y

sometidos a la modificacion, se determin6 por el método colorimétrico azul de o-toluidina (TBO).
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Para esto, se afiadié un mililitro de una solucién acuosa de TBO 0.5 mM a muestras de 1cm?y
se ajustdé a pH 10 con NaOH 0.01 M. Se permitié la formacién de complejos idnicos entre los
grupos COOH de las cadenas injertadas durante 20 h con agitacién constante a temperatura
ambiente. Se utiliz6 NaOH 0.01 M para eliminar las moléculas de TBO no complejadas. El TBO
se desorbi6 incubando cada muestra en 2 mL de una solucion de acido acético al 50% durante
1h. La cantidad de AA injertado en la superficie (expresada en términos de la concentracion de
los grupos COOH en la superficie del PLA) se calculé a partir de la densidad Optica del tinte
desorbido a 633 nm. Previamente se elabor6é una curva de calibracion para concentraciones

conocidas de TBO.

2.3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM).

Las micrografias de SEM fueron obtenidas mediante un microscopio electrénico de
barrido, marca JEOL, modelo JSM 6360LV. Las imagenes fueron tomadas en diferentes zonas
del sustrato utilizando una magnificacion de 5000x y un potencial de aceleracion de 10-20 kV.
Para la preparacion de la muestra se colocé el sustrato (1 cm?) sobre una cinta de carbono
montada en un soporte metélico y se recubrié con una ligera capa de oro/paladio durante 30 s

para permitir la obtencién de las imagenes.

2.3.7 Microscopia de fuerza atomica (AFM).

Las imagenes de AFM se obtuvieron en un microscopio de fuerza atémica (SPM, Ambios
Universal, USA) usando una punta de Si-N en cantiléver en modo no contacto. Las imagenes de
cada muestra (1 cm?) fueron tomadas en zonas diferentes con una resolucién de 512 x 512 px>.
La rugosidad promedio (R.) fue determinada usando 3 diferentes mediciones con el programa
WSxM v5.0 develop 9.1 de Nanotec [55].

2.4 Caracterizacién bioldgica.

2.4.1 Ensayo de hemodlisis.

La interaccion entre los eritrocitos y los sustratos, con y sin modificacion, se realizé
mediante un ensayo de hemdlisis de acuerdo a la norma ISO 10993-4. Las muestras de sangre
se recolectaron de donadores voluntarios sanos utilizando tubos Vacutainer (7.2 mg K2 EDTA,
Becton Dickinson). Los experimentos se realizaron por quintuplicado en sustratos de PLAy PLA-

g-AA previamente esterilizados con PBS durante 18 h.
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Para cada experimento se utiliz6 muestras de 1 cm?, las cuales se pusieron en contacto
con 1 mL de una solucién salina de eritrocitos al 5% v/v y se incubaron a 37°C durante 1 h.
Posteriormente, las soluciones fueron centrifugadas durante 10 min, a 1500 rpm y 20°C (Scientific
Centurion) obteniéndose 12.5 uL del sobrenadante. La hemoglobina liberada de los eritrocitos se
cuantific6 usando un espectrofotometro UV-VIS a 415 nm. El porcentaje de hemdlisis se calculd

usando la ecuacion 2.1:

Hemolisis (%) = % x 100 (2.1)
c+—Absc-

Donde Abs,,, indica el valor de la absorbancia en cada experimento, Abs,. representa el

valor promedio del control positivo (agua destilada), mientras que Abs._ corresponde al promedio
de la absorbancia medida al control negativo (solucién salina).

2.4.2 Agregacion plaquetaria.

Para evaluar el comportamiento de las plaquetas en los sustratos de PLA injertado con
AA a diferentes tiempos, se realiz6 un ensayo de agregacion plaquetaria de acuerdo a la norma
ISO 10993-4. Muestras de sangre se recolectaron de donadores voluntarios sanos utilizando
tubos BD Vacutainer con citrato de sodio 3.2% (7.2 mg K2 EDTA, Becton Dickinson).

Se utilizaron muestras de 1 cm?, las cuales se pusieron en contacto con 100 pL de una
solucién salina de plasma rico en plaquetas al 20% v/v y se incubaron a 37°C durante 1 h. Como
control positivo se utilizé plasma rico en plaguetas (PRP) adicionado con fibrogel colagena y
solucion salina, mientras que para el control negativo se afiadi6 plasma pobre en plaquetas
(PPP). Posteriormente, se extrajeron 20 uL de la solucion depositada en cada muestra, para
realizar un frotis sobre un portaobjetos y su consecuente tincién de Giemsa.

Utilizando un equipo para tincién de frotis sanguineo (Wrigth, HYCEL) se tifieron cada una
de las muestras y, finalmente, se realizé su analisis cualitativo mediante microscopia Optica. La
cuantificacion de las plaquetas agregadas en cada una de las muestras se realiz6 mediante el

analisis de pixeles utilizando el software ImageJ.
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CAPITULO Il - RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Foto injerto de acido acrilico sobre las peliculas de PLA.

Primeramente, se obtuvieron peliculas de PLA mediante la técnica de evaporacion de
disolvente; para esto se deposité una solucién de PLA en diclorometano al 5% wi/v, en cajas Petri,
manteniendo éstas a 25°C, en un ambiente cerrado, durante 24 h para permitir la lenta
evaporacion del disolvente. Una vez obtenidas las peliculas, éstas fueron retiradas del ambiente
cerrado y secadas a 60°C, en una estufa de vacio.

Como primer paso del fotoinjerto, muestras de las peliculas de 3 x 1 cm se colocaron en
una solucién etandlica de benzofenona al 5% w/w durante 5 minutos. Seguidamente, la muestra
se retird de la solucion para transferirse, bajo atmésfera inerte, a un vial el cual fue irradiado por
10 min (Figura 3.1). Por dltimo, la muestra se coloc6 durante 10 min en 20 mL de etanol, con
agitacion constante (120 rpm), y después de esto se retird y se dejé reposar durante 10 min a

temperatura ambiente.

Figura 3.1 Proceso de activacion de la superficie del PLA con benzofenona por irradiacion UV.

Cabe mencionar que durante este primer paso del fotoinjerto, el fotoiniciador (BP) adquirié
la energia necesaria, al absorber luz UV, para ser promovido del estado singlete al estado triplete,
por el proceso de cruce intersistema, lo cual cre6 un macroradical activo sobre el sustrato y un
radical de la BP conocido como semipinacol, los cuales son capaces de reaccionar con la
molécula del monémero a injertar (AA) e iniciar la polimerizacion.

Continuando con el segundo paso del fotoinjerto, la muestra se colocé en un tubo de
ensayo que contenia una solucion etandlica de acido acrilico al 10% v/v, el cual fue purgado con
flujo de nitrégeno por 2 minutos y, después, irradiado durante los tiempos propuestos: 10, 20, 30,
60 y 180 min (Figura 3.2). Por ultimo, la muestra se retiré del tubo de ensayo y fue colocada en
20 mL de etanol, durante 10 min, con agitacion constante (120 rpm) para remover el acido acrilico
gue no se injertd. Finalmente, la pelicula se dejé reposar 24 h, a temperatura ambiente, para

permitir la evaporacion del disolvente y luego secada a 60°C en una estufa de vacio.
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En este paso, el macro radical activo (obtenido del proceso anterior) inicié la
polimerizacibn por un mecanismo de radicales libres, mientras que el radical semipinacol
comenz6 la homopolimerizacion del monémero durante la fase de iniciacion. Para la fase de
propagacion, la adicion del mondémero de AA, durante el tiempo de foto injerto establecido,
continud el crecimiento de la cadena polimérica. La terminacion de la cadena ocurrié por distintas
reacciones entre el extremo de la cadena en crecimiento con un radical libre, o por la unién de

los extremos de dos cadenas en crecimiento simultaneo.

Figura 3.2 Proceso de foto injerto de acido acrilico sobre PLA, utilizando irradiacion UV.

En la Figura 3.3, se presentan las muestras después de los diferentes tiempos de

A I
—

irradiacion.

Control PLA-g-AAw PLA-Q-AAZO PLA-g-AAaD PLA-g-AAGO PLA-g-AASh

Figura 3.3 Peliculas de PLA foto injertadas con AA a diferentes tiempos.
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3.2 Caracterizacién fisicoquimica.

3.2.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, en modo de reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR).

La Figura 3.4 muestra los espectros de FTIR de las peliculas de PLA injertadas a
diferentes tiempos. De manera general se puede observar que los espectros de las peliculas
fotoinjertadas son muy similares al obtenido de la pelicula sin modificar. En todos los espectros
se pueden observar tres bandas de considerable intensidad; la primera de ellas, alrededor de
1750 cm™, corresponde a la vibracién de tension del enlace carbonilo C=0; la segunda, a 1180
cm, esta asociada a la vibracién de tension asimétrica del enlace COC y, por dltimo, la banda
alrededor de 1080 cm™ muestra la tensién simétrica del enlace COC. Ademas, se observan 2
bandas de menor intensidad a 2996 cm®y 2944 cm™ las cuales corresponden a la tension
asimétrica y simétrica de los grupos metilos y metilenos de la estructura del PLA. La banda a
1450 cm™ corresponde a la vibracion de flexion y/o deformaciéon del grupo CHs. Alrededor de
1383 cm™se encuentra la banda que representa la deformacion (vibracion de flexion) de tijera del

grupo CHs.

——PLA
L —— PLA-g-AA™®
——— PLA-g-AA®
—— PLA-g-AA®
—— PLA-g-AA%®
[l —— PLA-g-AA™®

Absorbancia u.a

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda cm™

Figura 3.4 Espectros FTIR de las peliculas de PLA injertadas a diferentes tiempos.

A pesar de no observar cambios significativos entre los espectros de IR de las muestras
tratadas y la no tratada, se realizd6 un andlisis més detallado de los espectros, y éste es
presentado en la Figura 3.5, en donde se presentan los espectros normalizados de la muestra
control (PLA sin irradiar) y la muestra con el mayor tiempo de irradiacion (la normalizacion se
realiz6 tomando como referencia la banda de carbonilos). Al comparar los espectros de FTIR de

ambas peliculas de PLA, se puede observar la reduccién en la intensidad de las sefiales

27



presentes en la muestra tratada a 1180 cm™, correspondiente al estiramiento de C-O-C; a 1079
cm?, asociado al aumento en la cantidad de enlaces C-O asociados a grupos oxigenados
generados durante el injerto y; a 1041 cm?, relacionada con el estiramiento C-O, en comparacion
con la pelicula sin tratar. Ademas de lo anterior, también se puede observar una disminucién en
las intensidades de las sefiales entre 3000-2850 cm™ lo cual puede atribuirse a que, durante el
proceso de foto injerto del &cido acrilico, la cadena principal del PLA se rompe para reaccionar
con el AA, disminuyendo la cantidad grupos metilos en la superficie de las muestras. De igual
manera existe una variacion en las intensidades de las bandas entre 1225-950 cm?, las cuales

aumentan en presencia de grupos polares y aparecen en funcion del nimero de hidrégenos
presentes.

——PLA
— PLA-g-AA™

1747

10

1079

1180

0.8 [ I

1041

1130
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Figura 3.5 Espectros (FTIR) de la muestra de PLA e injertada 180 minutos.

Debido a que el grupo funcional preponderante del AA (mondmero utilizado en la
reaccion de fotoinjerto) es el carbonilo, también se realiz6 un analisis mas detallado de esta banda
en los espectros de FTIR de la pelicula sin injertar e injertada a diferentes tiempos. Este andlisis
mostré que la banda de carbonilos, ubicada originalmente a 1747 cm™ en la muestra no irradiada,
se desplaza ligeramente a mayores nimeros de onda (~ 1755 cm™?) ademas de presentar un
hombro, lo cual es indicativo de que existe una contribucion de grupos carbonilo que se traslapa

con la original y que no estaba presente en la muestra original (no fotoinjertada).
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Interesantemente, la razon de intensidades entre las contribuciones parece cambiar a medida
gue lo hace el tiempo de fotoinjerto.

Las relaciones de intensidades de las sefales (PIR, por sus siglas en inglés) de los
carbonilos, es decir, el area de la sefial a 1745 cm dividida por el area de la sefial a 1755 cm-
lde la pelicula de PLA de control, asi como de las muestras activadas con benzofenona y
expuestas a irradiacion UV en solucién etandlica de &cido acrilico al 10% v/v se muestran en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Relaciones de intensidades de las sefiales (PIR) para el carbonilo en 1750cm-.

Area Area PAR
Muestra Carbonilo 1 Carbonilo 2 Carbonilo 1
~1745cm™? ~1755cm™* /Carbonilo 2
PLA 0.78 1 0.78
PLA-g-AA® 0.80 0.86 0.93
PLA-g-AA%® 0.93 1 0.93
PLA-g-AA® 0.93 1 0.93
PLA-g-AA®® 0.93 1 0.93
PLA-g-AA?10 1 0.94 1.06

Estos resultados indican que el injerto de grupos carboxilicos, provenientes del acido acrilico,
sobre las peliculas de PLA aumenta conforme se incrementa el tiempo del fotoinjerto, exhibiendo
una mayor cantidad de grupos carboxilicos para la muestra sometida a 180 min del tratamiento.
Cabe sefalar que, para confirmar la presencia de estos grupos en la superficie de las muestras
tratadas, se utiliz6 un método colorimétrico especifico para la cuantificacion de grupos
carboxilicos como lo es el TBO, asi como la determinacion de la humectabilidad de la superficie
(la presencia de grupos COOH en la superficie de la pelicula deberia aumentar su humectabilidad,

debido a éstos son de naturaleza polar).

3.2.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

El analisis por DSC se realiz6 para determinar el efecto que tiene el fotoinjerto del 4cido
acrilico sobre la cristalinidad y las transiciones térmicas de los sustratos. En la Figura 3.6, se
presentan los termogramas correspondientes al PLA sin modificar y modificados por fotoinjerto,
en los cuales se aprecian la transicion vitrea, la temperatura de cristalizacion y la temperatura de

fusion de todas las muestras y cuyos valores se resumen en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Transiciones térmicas de las peliculas de PLA injertadas a diferentes tiempos y sin

injertar.
Muestra Tg (°C) Tc (°C) Tm (°C)

PLA (control) 62 126 151
PLA-g-AA 60 124 151
PLA-g-AA%® 57 124 147
PLA-g-AA%® 59 127 151
PLA-g-AA®® 62 128 152
PLA-g-AA%" 60 125 151

I PLA_g_AAIBO

—— PLA-g-AA®

—— PLA-g-AA%®

—— PLA-g-AA%

PLA-g-AA™®

PLA

Heat Flow Endo Up (mW)

1 1 1 1 1

50 100 150
Temperatura °C

Figura 3.6 Termogramas de DSC de las peliculas de PLA injertadas a diferentes tiempos y sin

injertar.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que el injerto de &cido acrilico no tiene un
efecto significativo en las transiciones térmicas del PLA, dado que no se encontré que las
diferencias registradas fueran significativas, tomando como referencia la resolucion de la técnica
analitica utilizada. De igual manera, aunque pudiese esperarse un cambio en dichas transiciones

debido a la incorporacion de los grupos carboxilicos a la cadena del PLA, también se debe sefialar
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qué esto podria ser netamente superficial, no afectando de manera drastica las propiedades del
volumétricas (“bulk”) del polimero.

3.2.3 Andlisis termogravimeétrico (TGA).

En la Figura 3.7 se presentan los resultados obtenidos del andlisis termogravimétrico de
las peliculas de PLA sin modificar y modificadas a diferentes tiempos de irradiaciéon UV. Esta
técnica se utilizé para detectar el efecto que tiene la reaccion de fotoinjerto sobre la estabilidad
térmica del material.

: 320 PLA-g-AA!®
i PLA-g-AA®°
i —— PLA-g-AA%®
N 304 20
; —— PLA-g-AA
! — PLA-g-AA™
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Figura 3.7 Curvas de TGA del PLA y de las muestras injertadas a los diversos tiempos

propuestos.

De manera general se puede observar que la estabilidad térmica del material aumenta, al
aumentar el tiempo de foto injerto, ya que la temperatura inicial de descomposiciéon (Td onset)
aumenta desde los 276°C para el material sin injertar, hasta 320°C para el mayor tiempo de
injerto. Esto podria ser debido a que la incorporacion del acido acrilico a la cadena principal del
PLA aumenta la estabilidad térmica de los materiales, aunque no puede descartarse la presencia

de entrecruzamientos, al haber sido sometidas las muestras a un mayor tiempo de irradiacion.
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Por otra parte, en las curvas de DTGA (Figura 3.8), también se observé un desplazamiento
en los picos de descomposicion (Td max) a temperaturas mas altas con respecto a la muestra de
control, cuando se realiz6 el fotoinjerto, confirmando el aumento en estabilidad térmica discutida
anteriormente.
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Figura 3.8 Curvas de DTGA del PLA y de las muestras injertadas a los diversos tiempos

propuestos.

3.2.4 Angulo de contacto.

El cambio inducido por las reacciones de fotoinjerto sobre las caracteristicas superficiales
de las peliculas de PLA fue monitoreada a través de la determinacion del &ngulo de contacto con
agua, como una medida del caracter hidréfilo de las mismas. La pelicula de PLA sin modificacion
exhibié un angulo de contacto de 79.8° + 1.7, lo cual confirma su caracter predominantemente
hidréfobo, tal y como es reportado en la literatura [54].

Interesantemente se pudo observar que el angulo de contacto formado entre los sustratos
fotoinjertados y el agua destilada disminuy6 a medida que aument6 el tiempo de fotoinjerto. Esto
puede observarse tanto en las imagenes mostradas en la Figura 3.9, como en los valores
graficados en la Figura 3.10, en donde el valor del angulo disminuye de 79.8° hasta 43.5° para la
muestra tratada por 180 minutos (3 horas). Esta tendencia indica claramente un aumento en el

caracter hidrofilico de los sustratos que han sido sometidos a la modificacion superficial y era en
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cierta medida esperada en virtud de que el AA injertado sobre el PLA tiene grupos carboxilicos
los cuales son de naturaleza polar.

a b C
d e f

Figura 3.9 Imagenes de las gotas de agua formadas entre ésta y los diferentes sustratos
evaluados. Peliculas de PLA injertadas a: a) 0 min (control), b) 10 min, ¢) 20 min. d) 30 min. )
60 min. f) 180 min.
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Figura 3.10 Mediciones de angulo de contacto del PLA y de las muestras injertadas a los

diversos tiempos propuestos.

Los resultados obtenidos mediante esta prueba coinciden con lo obtenido por el analisis

de FTIR-ATR, en donde se observo la presencia de un grupo carbonilo adicional en las muestras
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tratadas, el cual fue atribuido a la existencia de grupos COOH provenientes del 4cido acrilico, en
la superficie de los sustratos; lo anterior implica que las reacciones de fotoinjerto se llevaron a

cabo de manera exitosa.

3.2.5 Método colorimétrico de azul de o-toluidina (TBO) para la determinacién de la concentracion
de grupos carboxilicos.

El fotoinjerto ha sido usado con anterioridad para aumentar el caracter hidréfilo de la
superficie de los polimeros mediante la incorporacion de grupos que contienen oxigeno tales
como los hidroxilos y/o carboxilos. Sin embargo, no se ha esclarecido cudles de estos grupos
generados influyen de manera més notable en la interaccion célula-biomaterial. Martins et al. [56]
han sugerido que los oxigenos de los grupos COOH son mas eficientes en promover esta
interaccion, en comparacion con los grupos ésteres o hidroxilos. Por lo tanto, en este trabajo se
decidié determinar la cantidad de los grupos carboxilicos presentes en los sustratos obtenidos,
mismos que fueron cuantificados mediante la técnica de TBO. Esta molécula tiene una carga
positiva que se puede combinar especificamente con los grupos COOH, por lo que se podria
estimar la cantidad generada de estos grupos durante el fotoinjerto, asumiendo que éstos
reaccionan estequiométricamente en una relacion 1:1 [57]. Este método (TBO) ha sido
ampliamente reportado como un enfoque complementario para cuantificar la densidad de grupos
carboxilicos presente en la superficie de materiales poliméricos [58, 59].

La densidad de los grupos COOH fue determinada, tanto en los sustratos modificados
como en los que no fueron sometidos a la modificacion. Los resultados obtenidos muestran que
la concentracion de los &cidos carboxilicos (en pmol.cm?) en las muestras aumenta. al
incrementarse el tiempo de irradiacion UV. Estos incrementos resultaron significativos, para los
materiales tratados a tiempos mayores de 30 minutos en comparacion con el control (ver Figura
3.11).

Como se puede apreciar, esta técnica no solo confirma que grupos carboxilicos del AA
fueron injertados en la superficie del material, sino que también corroboran los resultados
obtenidos anteriormente con el FTIR-ATR y la medicién del angulo de contacto, los cuales

sefalaban que grupos polares COOH eran generados durante el foto injerto.
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Figura 3.11 Densidad de grupos COOH (umol cm) en las peliculas de PLA injertadas a

diferentes tiempos.

3.2.6 Microscopia electronica de barrido (SEM).

La Figura 3.12 muestra las micrografias SEM de la superficie de las peliculas de PLA sin
tratamiento (control), comparada con la de las peliculas injertadas, a los diversos tiempos
propuestos. Se puede observar que la muestra de PLA sin modificacién presenta una superficie
lisa, sin defectos mientras que las micrografias de las muestras tratadas muestran la aparicion
de estructuras circulares, las cuales son mayores en numero, a medida que aumenta el tiempo
de exposicion. Estos circulos, observados a una amplificacién de 500X, fueron analizados de una
manera mas cercana, a amplificaciones mayores (1000x y 5000X).

Estos defectos circulares en las muestras tratadas podrian estar asociados con un
mecanismo de fractura circular de la pelicula debido al proceso de irradiacion. En general los
bordes observados en los defectos circulares parecen ser mas agudos a medida que se aumenta

el tiempo de irradiacién, y en consecuencia del injerto de AA alcanzado.
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Figura 3.12 Micrografias SEM, del PLA y de las muestras injertadas a los diversos tiempos
propuestos.
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3.2.7 Microscopia de fuerza atémica (AFM).

Las estrategias actuales para mediar la reaccion de los dispositivos biomédicos
implantables se centran en reducir la adsorcién de proteinas, la adhesion celular inicial, la
secrecidn de citoquinas inflamatorias y la fusion de células gigantes de cuerpo extrafio. Con lo
anterior, se asumen dos enfoques generales: (1) la modulacién de las propiedades quimicas y
fisicas de la superficie del dispositivo y (2) la incorporacion de sefiales bioactivas en el material
para mediar en la interaccion material-tejido huésped.

Centrandose en el primer enfoque, los disefios de ingenieria de materiales incluyen
mejorar distintas propiedades fisicoquimicas entre las que se encuentran: la resistencia al
desgaste, humectabilidad, la carga y la cristalinidad de la superficie, la quimica de la superficie,
rugosidad, rigidez del sustrato, y la geometria de los polimeros en dispositivos implantables [60].

Ademas de los factores fisicoquimicos discutidos anteriormente, la topografia se reconoce
cada vez mas como un factor importante que influye en la respuesta celular, debido a que se
aumenta el area de contacto por la rugosidad del area superficial, por lo que, se resalta la
posibilidad de usar la topografia para mediar la reaccion del tejido al dispositivo implantantable
[61-64].

Figura 3.13 Imagenes 3D de AFM de las superficies de los sustratos de PLA injertados: a) O min
(control), b)10 min, c) 20 min. d) 30 min. e) 60 min. f) 180 min.

Debido a lo anterior, la morfologia de las peliculas de PLA, antes y después del fotoinjerto
se analiz6 también mediante AFM (Figura 3.13), para observar y analizar las caracteristicas

topogréficas de la superficie de las peliculas tratadas, ya que, como se observo en la seccion

37



anterior (resultados de SEM), el fotoinjerto tiene a formar defectos circulares en las muestra; lo
anterior, debe conducir a un aumento en la rugosidad de las muestras, el cual puede ser
determinado por esta técnica.

La rugosidad promedio para la muestra de PLA sin tratamiento (control) fue de 17.1 + 0.3
UM, mientras que para las muestras irradiadas a 10, 20, 30, 60 y 180 min se obtuvieron valores
de22.7+2.4,19.7+2,26.4+7.2,37.4+£9.4, 38+ 7.2, respectivamente. Con los datos obtenidos
y el andlisis de las imagenes, se observa un incremento gradual de la rugosidad superficial de los

materiales tratados, en comparacién al PLA de control, al aumentar el tiempo de exposicion.

3.3 Caracterizacion biologica.
3.3.1 Hemodlisis.

La hemodlisis de los eritrocitos consiste en la ruptura de estas células sanguineas causada
por la difusion de agua hacia el interior de la misma cuando éstas se encuentran en un ambiente
con una concentracién menor de sales, en comparacién con el interior de las células. Cuando
ocurre la ruptura de los glébulos rojos, la hemoglobina liberada genera un cambio en la coloracion
de la solucion, tinéndola de color rojizo. A través del ensayo de hemdlisis se cuantifica la
hemoglobina liberada, tomando como referencia los valores de absorbancia medidos en los
controles (sustancias que inducen o no la lisis de los glébulos rojos). De esta manera es posible
determinar si los materiales evaluados causan reacciones adversas al ponerlos en contacto con
este componente sanguineo [65].

En esta prueba se identifican fundamentalmente dos elementos: un sobrenadante y un
precipitado (conformado por los glébulos rojos). Como control positivo (C+) se utilizd agua
destilada, para favorecer el hinchamiento de los eritrocitos y su consecuente lisis, por lo que la
hemoglobina liberada tifie el medio de color rojo, mientras que en el fondo se aprecian células
vacias. Por el contrario, en el control negativo (C-), el sobrenadante es transparente, el boton
celular permanece intacto en el fondo, con un color rojizo, evidenciando que la solucion salina
isoténica no genera la ruptura de estas células sanguineas.

Los resultados obtenidos en esta prueba se presentan en la Figura 3.14. Se observa, con
agrado, que todas las muestras producen una ruptura de glébulos rojos menor al 1%,
independientemente del tiempo de tratamiento. Lo anterior indica que estos materiales pueden
ser categorizados como no hemoliticos [66], siguiendo con lo establecido en la norma ISO 10993-
4. Por otra parte, el porcentaje de hemolisis para el PLA y el PLA-g-AA se mantuvo constante
entre el 0 y 0.5%.
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Figura 3.14 Hemodlisis causada por las peliculas de PLA e injertadas a diferentes tiempos.

3.3.2 Agregacion Plaquetaria.

Las plaquetas, también conocidas como trombocitos, son células sanguineas que se
producen en la médula 6sea, y desempefian un papel importante en el proceso de formacion de
coagulos de sangre. Sin embargo, la produccion excesiva de plaquetas puede guiar a problemas
de salud tales como la trombosis [67].

El proceso de agregacion plaquetaria se desarrolla en dos secuencias: en primer lugar,
mediante la adhesion de las plaquetas a la superficie vascular lesionada y, posteriormente,
mediante la activacion plaquetaria, cuyo resultado final consiste en la creacién de un entramado
de plaquetas y cadenas de fibrinbgeno que conducen a la formacién de un trombo [68]. Debido a
esto Ultimo, en este ensayo se realiz6 una caracterizacion cualitativa de la morfologia de las
plaquetas para todas las peliculas de PLA injertadas con AA a diferentes tiempos.

Los controles, positivos y negativos (Figura 3.15), son referencias para describir el
comportamiento plaquetario que se ha obtenido con el tratamiento realizado, asi como para

visualizar los aumentos y/o decrementos de dicha actividad.
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Seccion 1 Seccion 2 Seccion 3

Controles

Figura 3.15 Controles positivos y negativos de agregacion plaquetaria.

Apoyandose en lo anterior, y analizando distintas secciones de los sustratos sometidos a
la modificacion (ver Figura 3.16, y Tabla 3.3), se observa que para la muestra control, es decir, la
gque no posee modificacion, se obtienen pequefias cantidades de agregacion plaquetaria llegando
a formar algunas cadenas tal y como se observa en la micrografia de la seccién 3.

Por otra parte, a medida que se aument6 el tiempo del fotoinjerto, se observa una mayor
formacion de cadenas plaguetarias en las secciones analizadas, para todas las muestras. Sin
embargo, a partir de la muestra injertada a tiempos de 30 min y superiores, se observa un
descenso en la formacion de cadenas plaquetarias, tal como se muestra en las micrografias de
la Figura 3.17, y se confirma en las mediciones de plaquetas registradas.

Los resultados anteriores indican que las peliculas fotoinjertadas con AA durante 20-30
min presentan la mayor capacidad de formacién de trombos, aunque nunca se llega a los niveles
del control positivo. En conjunto con los resultados previamente obtenido de las demas
caracterizaciones, se puede deducir que, a tiempos de fotoinjerto mayores a 30 min, se
incrementa la cantidad de grupos carboxilicos en la superficie del PLA y, en consecuencia, se
obtiene un incremento en la hidrofilia del mismo, derivado de la incorporacion de dichos grupos
de naturaleza polar. Ademas, se presenta descenso en la hemdlisis causada por el material, al
igual que una agregacion plaquetaria menor a los controles positivos y a la exhibida por las
muestras injertadas a 10 y 20 min.

Con la idea de determinar de una manera mas cuantitativa el efecto del tiempo de

fotoinjerto sobre la conducta trombogénica del material, se cuantificaron los pixeles obtenidos en
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todas y cada una de las muestras, asi como de los controles (positivo y negativo) y los resultados
se presentan en la Tabla 3.3.
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Figura 3.16 Micrografias de la agregacion plaquetaria exhibida por las peliculas de PLA
fotoinjertadas con AA a diferentes tiempos.
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Tabla 3.3 Cuantificacion de los pixeles exhibidos por las micrografias de la Figura 3.16 para

estimar cuantitativamente el efecto tromboético de los materiales.

Tiempo de Plaquetas registradas (pixeles)
tratamiento . » » _ Agregacion
(min) Seccion1l Seccion 2 Seccion 3 Promedio olaguetaria (%)
0 3.8x10° 7.03x10° 3.3 x10° 4.7 x10° 0
10 6.2 x10° 9.7 x10° 12.6 x10° 9.5 x10° 30.5
20 10.0 x10° 15.6 x10° 14.5x10° 13.45 x10° 70.7
30 10.3 x10° 13.2x10° 12.0x10° 11.84 x10° 54.7
60 11.15x10° 10.8x10° 11.2x10° 11.0 x10° 46.2
180 8.6 x10° 9 x10° 12.1 x10° 9.9 x10° 34.7
CONTROL + 17.8 x10° 16.8x10° 13.9 x10° 16.26 x10° 100
CONTROL - 6.65 x10° 7.1 x10° 6.1 x10° 6.6 x10° 0

Finalmente, y tomando en cuenta todos los resultados obtenidos en este trabajo, resulta
interesante conocer el efecto que tiene la topografia y la quimica superficial de los sustratos,
sobre las propiedades hemocompatibles de los materiales, ya que mantiene la hemdlisis de los
glébulos rojos por debajo de lo establecido para materiales hemoliticos y, en contraposicion, el
comportamiento de la agregacion plaquetaria exhibida en las muestras se mantiene por debajo
de los controles positivos, alcanzado su punto maximo para la muestra fotoinjertada a 20 minutos.
Lo anterior, permite postular que el fotoinjerto de acido acrilico sobre peliculas de poli(acido
lactico) representa una alternativa interesante de modificacion superficial del sustrato, capas de
modular sus propiedades superficiales, propiedades térmicas, topografia y humectabilidad. Todas
estas propiedades influyen en la interaccién material-célula, de manera que al variar los distintos
parametros de la reaccion, en este caso el tiempo del fotoinjerto, se obtienen diferentes
respuestas para la interaccion del material con la sangre. Es importante sefialar que, en el sistema
estudiado, se mantiene una biocompatibilidad adecuada y se evita el efecto trombético sobre este

material, siendo esto de suma importancia para distintas aplicaciones biomédicas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir lo siguiente:

1.

3.

Se realiz6 la modificacion superficial de peliculas de PLA mediante foto injerto de &cido
acrilico a diferentes tiempos. Dicha reaccion se llevé a cabo de manera exitosa, tal y como
lo demuestran los resultados obtenidos por FTIR-ATR, &angulo de contacto y la medicion
de la densidad de &cidos carboxilicos por TBO; y, en consecuencia, la superficie del PLA
se volvi6 mas hidrofilica, se generaron cambios en la topografia de las peliculas,
produciendo un aumento gradual en la rugosidad de las mismas, lo cual condujo a un
comportamiento no hemolitico, para los sustratos, y se mantuvo una agregacion
plaguetaria menor al control positivo.

Los resultados del FTIR-ATR demostraron que grupos carboxilos, provenientes del acido
acrilico, fueron injertados sobre la superficie de las peliculas de PLA, estando éstos en
mayor cantidad, a medida que se aumentd al tiempo del tratamiento. Este
comportamiento, también pudo observarse cuando se determiné la densidad de acidos
carboxilicos, obtenida mediante el ensayo de TBO.

Aunque la estabilidad térmica del material aument6 al incrementar el tiempo de fotoinjerto,

la Tg, la Tc y la Tm no presentaron cambios significativos.
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RECOMENDACIONES

Entre las recomendaciones que se sugieren para trabajos futuros, se tienen las siguientes:

1. Estudiar el efecto de la variacion de concentracion del fotoiniciador (benzofenona) y del
mondmero sobre el fotoinjerto de &cido acrilico y sus propiedades fisicoquimicas.

2. Determinar el grado de cristalinidad de los sustratos fotoinjertados y realizar pruebas de
degradacion

3. Evaluar otros parametros de hemocompatibilidad (prueba de protrombina y tiempo de
tromboplastina parcial activada)

4. Estudiar el efecto de la modificacién superficial del PLA, sobre la citotoxicidad y viabilidad

celular utilizando células endoteliales de aorta pulmonar.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
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