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Intrc uccién

Por lo tanto, los objetivos propuestos para esta tesis incluyeron la obtencion de
nuevos poli(uretano urea)s, su caracterizacién fisicoquimica y mecanica, estudios
de degradacion in vitro y su evaluacién bioldégica de acuerdo a su potencial

aplicacién en la regeneracion de injertos vasculares.

Esta tesis se encuentra estructurada cc.. la presente introduccién, hipétesis,
objetivos y tres capitulos. El capitulo 1 contiene los antecedentes acerca de los
beneficios y desventajas de los materiales usados actualmente como injertos
vasculares, los requerimientos y el potencial de los poliuretanos para su uso en
ingenieria de tejido vascular, asi como las diferentes aproximaciones para el
mejoramiento de éstos. El capitulo 2 comprende la metodologia empleada en la
sintesis y caracterizacién de los poli (uretano urea)s, las degradaciones llevadas a
cabo y la evaluacion biolégica. En el capitulo 3 se presentan los resultados
obtenidos y se discuten los factores involucrados en las propiedades
elastoméricas obtenidas, el efecto de la propiedades fisicoquimicas y
superficiales ante diferentes agentes degrac....es y finalmente el desempefio
biolégico de cada PUUS sintetizado comparado con el Tecoflex® un poliuretano

comercial y la poli-D-Lisina.


















Capitulo 1. Antecedentes

1.2 Injertos vasculares

Las prétesis vasculares, también llamadas injertos vasculares, pueden ser
definidos como tubos o conductos autégenos, autdlogos, biolégicos o artificiales
implantados en el sistema vascular para aumentar o mantener el flujo sanguineo.
Pueden ser clasificados de acuerdo a la fuente de donde se obtienen (autélogos,
sintéticos, etc.), la vasculatura que reemplazaran, la construccién (recto, cénico,
bifurcado, pared estandar, pared delgada, poroso, etc.) o de acuerdo al tamafio
expresado en términos de su diametro interno (didametro grande, regular o

pequefio)®.

Entre los injertos vasculares comunmente usados pueden mencionarse los
autdlogos y los sintéticos, sin embargo, estos no siempre son adecuados,
especialmente cuando se requieren vasos de pequefio calibre; los primeros, por
falta de disponibilidad y, los segundos, por sus problemas asociados a falla
mecanica o falla bioldgica. Por lo tanto, se han realizado muchos esfuerzos para
mejorar los injertos vasculares actuales y estos estan dirigidos hacia 1) desarrollo
de nuevos tipos de materiales prostéticos, 2) endotelializacion de un material
existente y 3) fabricacién de un conducto vascular completo por medio de
ingenieria de tejidos'®. A continuacién se presentan los diferentes tipos de injertos

vasculares, asi como sus ventajas y desventajas.

1.2.1 Injertos vasculares autologos

Los injertos de vena autéloga normalmente representan el tratamiento tipico para
sustituciones vasculares ya que son compliantes e intrinsecamente no
trombogénicos'', siendo estas dos caracteristicas determinantes para el

desempefio de los injertos.

Los vasos autdlogos, incluyendo la vena safena y arterias mamarias, constituyen
el tratamiento estandar para el injerto coronario. En el caso de la vena safena,

esta es una vena larga de la pierna (véase la Figura 1.2) que ha sido utilizada
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Capitulo 1. Antecedentes

un poli(ésteruretano) libre de aditivos?'; mientras que Cardio Tech Int. Ltd. ha
reportado el desarrollo de poli(carbonato uretanos) como el ChronoFlex, para la
produccion de vasos sa..yuineos artificiales disefiados con caracteristicas

especificas de complianza similares a los de las arterias nativas'.

No obstante que los poliuretanos tradicionales presentan ciertos problemas,
siguen siendo una excelente opcién debido a que la versatilidad en su sintesis
permite disefiarlo para presentar adecuadas propiedades mecanicas y
antitrombogénicas; ademas de que por su inherente degradacion puede ser

considerado como candidato para ingenieria de tejidos? ?* %,

1.2.3 Injertos vasculares biodegradables

Los injertos vasculares bi._egradables estan siendo actualmente ampliamente
estudiados. Estos materiales estan disefiados para proveer un soporte inicial en el
cual pueda regenerarse el tejido y después degradarse y eliminarse de manera
natural, mientras son reemplazados y remodelados por matriz extracelular
secretada por las células®*. Estudios realizados por Lepidi et. al. sobre un sustrato
biodegradable muestra que vas sanguineos de bajo calibre (2mm) podrian
regenerarse en un lapso de 30 a 60 dias®°.

Con el fin de desarrollar nuevos injertos vasculares biodegradables, se han
probado materiales naturales para su fabricacion. Entre estos materiales se
encuentran el colageno, hialuronano, matrigel, fibrina, fibroina de seda, péptidos y
vasos descelularizados. Estos han mc..:ando excelente compatibilidad con las
células, pero tienen un comportamiento mecanico limitado. En contraste, los
materiales sintéticos tienen el comportami....0 opuesto, es decir, excelentes
propiedades mecanicas y de procesamiento, pero pobre adhesién celular, por lo
que frecuentemente requiere de modificacién superficial para su uso en ingenieria

de tejidos?®.
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Capitulo 1. Antecedentes

El poliol usado para la sintesis de poliuretanos es una macromolécula hidroxilo
terminada que generalmente es un poliéter, poliéster, polimero hidrocarbonado o

polidimetilsiloxano; con un peso molecular comprendido entre 400 y 3000 g/mol.

El diisocianato por su parte puede ser aromatico o alifatico y reacciona
vigorosamente con compuestos que contienen hidrogenos activos, como el poliol
el cual contiene grupos hidroxilo y el ‘extensor’ de cadena el cual es una molécula
pequefia que puede contener grupos amino, hidroxilo y/o acidos carboxilicos
(véase la figura 1.12). La reactividad de cada uno de estos grupos funcionales
varia significativamente como puede observarse en la tabla 1-1. Adicionalmente los
grupos diisocianato pueden reaccionar con impurezas como el agua y con los
grupos uretano, urea y amida formados, produciendo entrecruzamiento por la
formacion de acido carbamico, alofanatos, biuret y acilureas como puede

observarse en la figura 1.13% %,
- fll 0
. — wwN- =Owmw
] )
- | — A war
N + <
A
Ho O H O
. . ~Cove ——» e N—Camw + COy
Amida
Figura 1.12. Es elas1 los poliuretanos

segmentados para aplicaciones médicas®® %,
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Capitulo 1. Antecedentes

disefiados para ser biodegradables tienen un riesgo mayor de liberar productos de
degradacién toxicos, por lo que se prefieren los diisocianatos alifaticos para
superar este problema®® ", Por consiguiente, es frecuente encontrar sistemas
biodegradables a base de diisocianatos alifaticos (ver tabla 1-lll), tales como
como el 1,6-hexam.culeno diisocianato (HDI), el 1,4-butanodiisocianato (BDI) y el

4,4-metilen bis ciclo hexil diisocianato (H1,MDI)®* 7477

Tabla 1-lll. Diisocianatos cominmente usados para la sintesis de poliuretanos’®.

Tipo Nombre y abreviatura Estructura
4,4’-metilen bis (fenil isocianato)
D) OCN—@ CH, NCO
Aromaticos
Tolueno diisocianato OCN NCO
(TDI)
1,4-butano diisocianato (BD!) OCN\/\/\NCO
- lisoci OCN
1,6- hexano diisocianato (HDI) ~ " Neo
o 4,4’-metilen ' " (ciclohexil OCN NCO
Alifaticos
isocianato) (Hy,MDI)
o)
Lisina etil ester diisocianato (LDI) OCN\/\/\((L 0"
NCO

Por otro lado, la introduccion de aminoacidos en el segmento rigido ha sido sujeto
de mucho interés, debido a que estos son compuestos naturales que pueden ser
atacados por enzimas tales como las proteasas79. El uso de aminoacidos en la
cadena principal de poliuretanos tiene la ventaja de presentar mejores

propiedades fisicom: inicas en comparacion con los poliaminoéacidos, ios cuales
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Capitulo 1. Antecedentes

derivado de fenilalanina como extensor de cadena, para la sintesis de otra familia
de poliuretanos, los cuales mostraron una mayor susceptibilidad al ataque
enzimatico en los enlaces adyacentes al aminoacido® ¥, Ia figura 1.16 muestra la
estructura de estos derivados de aminoacidos. Otros autores han propuesto el uso
de otros dipéptidos o tripéptidos para proveer sitios activos para el ataque

enzimatico y adhesién de células endoteliales % °°

, en tanto que Taite et. al.
emplearon una secuencia peptidica para inducir la adhesién especifica de células

endoteliales y disminuir la adhesién plaquetaria’®.

)
A 3
0
Hzn—m—é—o——cmo—cnz—o—c-—ﬁm NH,
CH, THz
B

Figura 1.16. Extensores de cadena derivados de: A) Tirosina empleado por Sarkar et. al.®

y B) fenilalanina usado por Skarja y Woodhause®®.

1.4.3 Células y molé...las e sefalizacion

Ademas de un soporte biodegradable, la sustitucion de vasos sanguineos
mediante ingenieria de tejidos ha involucrado el sembrado de células endoteliales
autélogas (CE) en el lumen de un injerto sintético, ya sea para formar un
constructo in vitro o para evaluar su capacidar le regenerar el tejido vascular. Las
fuentes de células autologas son las siguientes: i) venas; ii) arterias; iii) grasa

omental y iv) grasa subcutane: Estudios recientes han evaluado la posibilidad de
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propiedades quimicas tales como grupos carboxilicos o hidroxilicos pueden ser

importantes dependiendo del tipo de célula’®.

Las técnicas de modificacién superficial, ya sea quimicamente o por plasma, han
permitido la introduccion de grupos amino libres en poliésteruretanos
segmentados incrementando la. .nergia libre superficial y proporcionando ademas
una via conveniente para inmo\*"“~ar especies bioactivas como gelatinas, colageno
y quitosano entre otras. Estas modificaciones tienen la ventaja de aumentar la

interaccion célula-material’®'%, La

inmovilizacion de proteinas tales como la
ibronectina y la vitronectina son bien conocidas como adhesivos celulares
proteicos (cell-adhesive proteins) y han inc..mentado la adhesién, expansién y

migracion celular'™.

Se ha identificado que un factor importante para el éxito de la endotelizacién de
injertos vasculares es promover una buena adhesién inicial, ya que cuando los
injertos protésicos sembrados con células endoteliales son sujetos a la accién de
flujo pulsatil (simulando el flujo sanguineo), las células pobremente adheridas
empiezan a desprenderse de la superficie del biomaterial, resultando en hasta un

80-90% de pérdida de estas células'®.

La adhesion celular que sigue a la adsorcion de protei s es mediada por
moléculas de adhesién celular como las integrinas. Para controlar y dirigir la
respuesta celular hacia el biomaterial se han utilizado secuencias de oligopéptidos
presentes en proteinas de la matriz extracelular. Los mas estudiados son los
oligopéptidos que contienen la secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD),
ya que esta se encuentra en varias proteinas de la matriz extracelular como

™ Muchos autores han empleado

fibronectina, laminina, colageno y vitronectina
esta secuencia para modificar la superficie de diferentes poliuretanos,
conduciendo al mejoramiento en la adhesion, extension y proliferacion celular

sobre la superficie de estos materiales® 112120,
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Capitulo 2. Parte experimental

2.3.6 Microscopia de fuerza atéomica (AFM)

El analisis de la topografia y rugosidad se llevaron a cabo en un area de 90 uym x
90 pum, por medio de un equipo de microscopia de fuerza atomica (AFM, AMBIOS,
UNIVERSAL) en modo wavemode con una velocidad de barrido de 1Hz.

2.3.7 Caracterizacion térmica
2.3.7.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los poliuretanos sintetizados fueron caracterizados mediante DSC utilizando un
DSC-7 Perkin-Elmer. Para ello, muestras de 5 a 10 mg del polimero fueron
encapsulados en charolas de aluminio y calentados de 0 a 170°C con una rampa
de calentamiento de 10 °C/min., bajo una atmésfera de nitrégeno. Se registraron el
primero y el segundo termograma para cada muestra.

El porcentaje de cristalinidad relativa (Xc) de la PCL en los PUUS fue determinada

a partir de | antalpia de fusién usando la siguiente ecuacion®":

AH
%Xc = ——x100 Ec.1
w, xAH°f

55

Donde AHs es la entalpia de fusiéon de la PCL obtenida experimentalmente de los
PUUS, ws es la fraccion en masa del segmento flexible y AH°; es la entalpia de
PCL 100% cristalina tomada como 136 J/g % 12",

2.3.7.2 Analisis Termogravimétrico ( 3A)

Las temperaturas de descomposicién fueron determinadas mediante analisis
termogravimétrico utilizando un equipo TGA-7 Perkin-Elmer. Los poliuretanos
fueron calentados de 50°C a 650°C con una rampa de calentamiento de 10
°C/min., bajo atmoésfera de nitrégeno. La temperatura de descomposicion se
reporta como el pico después de obtener la derivada de la curva de masa residual

vs. temperatura.
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20 y se mantuvieron a 37°C'%. La solucion fue cambiada cada semana y se
obtuvieron muestras a 7, 28, 56, 84, 112, 140 y 168 dias de degradacion. El agua
superficial fue removida con papel filtro y se pesaron las muestras para calcular el
porcentaje de absorcion de agua utilizando la ecuacién 2.

mf—mi

% Absorcion = x100 Ec.2

m.

I

Donde mr es la masa final de la mue...a y m; es la masa inicial de la muestra. Por

su parte, la pérdida de masa fue calculada por medio de la ecuacién 3.

0 . m,—m;
YoMasaPerdic.. =
m,

H

x100 Ec.3

En este caso mr representa la masa final de la muestra después de secar 24 h a

60°C y presién reducide n; es de nuevo, la masa inicial de la muestra.

El peso molecular de las peliculas degradadas en buffer de fosfato salino fue

monitoreado por GPC de acuerdo a la metodologia descrita en la seccién 2.3.9.

2.4.2 Degradacioén acelerada

La degradacion acelerada se llevé a cabo por reflujo a 100°C por 24 h en
soluciones de HCI 2M, NaOH 5M, H,0, al 30%, NaClO al 6% y agua destilada
como control'®, Los residuos de la degradacién fueron lavados y secados a 60°C
y presion reducida. Se calcul6 el porcentaje de pérdida de masa con la ecuacion 3.

La caracterizacion de los residuos soélidos de la degradacién se realizdé por medio
de FTIR, como se describe en la seccién 2.3.1, incorporando cada muestra a una

pastilla de KBr.
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centrifugacion de 10 minutos a 2300 rpm permitié aislar las plaquetas del plasma
pobre en plaquetas (PPP).

Las plaquetas aisladas fueron resuspendidas en una solucién salina balanceada
de Hank (HBSS por sus siglas en ingles) a (‘' = 7.4 e incubado con 200 uCi
(micro curio, unidad de radiactividad) de "n-oxina por 15 1in a temperatura
ambiente. La suspensié ue centrifugada a 2100 rpm por 8 minutos para remover
la ""'In-oxina sin reaccionar. Las plaquetas radiomarcadas fueron resuspendidas

en PPP hasta alcanzar una concentracion de 250x10° plaquetas/ml.

2.5.2.2 Cuantificacion de plaquetas adher.._as

Discos de 8 mm de diametro de cada PUUS fueron cortados y sumergidos en un
plato de cultivo de 24 pozos conteniendo 500 pl de la suspension celular (250x10°
plaquetas/ml). Estas se mantuvieron en ag...cién por una hora a temperatura

ambiente.

Después de una hora de incubacién las muestras fueron removidas de la
suspension plaquetaria, enjuagadas cuidadosamente en soluciéon de NaCl y fijadas
en formalina. Las plaquetas marcadas fueron cuantificadas usando un Gamma
Counter 1470 Wizard™ (Wallac) ajustado a 360480 KeV. La depositacién
plaquetaria fue calculada usando | :cuacion 4.

xN

MC n
DP=—"""__ x100 Ec. 4
xS

pm

Donde DP es el numero de plaquetas depositadas por centimetro cuadrado de
superficie expuesta, Mc,m es la radiacién emi__1a por las plaquetas radiomarcadas
depositadas en la muestra después del experimento, N es el nimero de plaquetas
en 1ml de plasma, P.,m es la radiacion emitida por las plaquetas radiomarcadas
contenidas en 1 ml de plasma y finalmente S € _ a superficie expuesta medida en

cm?.
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Con la finalidad de subdividir las células, estas fueron despegadas del frasco de
cultivo empleando tripsina-EDTA 0.05% hasta que las células alcanzaran una
morfologia redondeada. La tripsina fue inhibida con medio de cultivo
suplementado con suero, a continuacién la suspension celular fue centrifugada a
180 x g por 7 minutos y posteriormente la concentracion celular fue ajustada con
medio de cultivo fresco a una concentracién 2.5 x 10° células/cm?. Las células

fueron sembradas y cultivadas hasta alcanzar 90% de confluencia.

2.6.2 Citotoxicidad de extractos
2.6.2.1 Obtencidn de extractos a pH fisiologico

Las peliculas de poli (urea uretanos) segmentados fueron lavados con buffer de
fosfato salino pH 7.4 (PBS, por sus siglas en inglés) durante 1 hora y luego fueron
esterilizados por medio de luz ultravioleta durante 30 minutos de cada lado. Las
muestras fueron sL...ergidas en medio de cultivo completo suplementado con
suero y antibiéticos usando una relacién PUUS/medio de 100 mg/ml. Las muestras
fueron incubadas por 24 h a 37°C y 5% de CO, para permitir la difusién de los
lixiviados al medio de cultivo. Después de esta extraccion, el medio de cultivo fue
esterilizado pasandolo a través de un filtro con membrana de nylon y poro de 0.2
HMm. Los extractos fueron diluidos con medio de cultivo estéril a 1:0, 1:10, 1:100 y

1:1000 (extracto:medio de cultivo).

2.6.2.2 Preparacion de extractos con productos de degradacion

Las peliculas de los PUUS fueron lavadas con buffer fosfato por 24 h vy
esterilizadas. Luego, con una proporcién de 50 mg/mi fueron inmersas en medio
de cultivo libre de suero y antibidticos a pH 4 ‘ 2 ajustado con HCI
concentrado. Después de 15 dias sulas novidas y el medio
neutralizado con NaOH 1N. El medio fue filtrado y suplementado con suero y
antibiéticos. Los extractos resultantes fueron diluidos con una relacion en volumen
1:0, 1:10, 1:100 y 1:1000, usando medio de cultivo estéril.
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en el cual las células son ensayadas en un medio de cultivo, sin necesidad de

lavarlas o darles otro tratamiento'?" 2%,

La prueba de MTT fue llevada a cabo usando el kit Vybrant® MTT Cell Proliferation
Assay (Invitrogen). Antes de iniciar la prueba, una soluciéon 12 mM del reactivo

MTT fue preparada. Una vez concluidos los diferentes tiempos de incubacion

establecidos en la seccién los extractos fueron removidos y reemplazados
por 100 ul de ...cdio de c 3sco y 10 pl de la soluciéon de MTT 12 uM. El
blance ... p..varado afad 0 pl de ion de MTT a 100 ul de medio de
cultivo fre.co y sin células. és de esto, los platos fueron incubados a 37°C
por 4 horas.

Durante el periodo de incubacion, el succinato deshidrogenasa mitocondrial y el
citocromo ¢ de las células vivas toman parte en la reducciéon del MTT (Figura
2.5).Como consecuencia de estos procesos metabdlicos, aparecen cristales de
formazan de color purpura oscuro en forma de aguja, rodeando las células'®,
Entonces la cantidad de formazan producido puede correlacionarse con el nUmero
de células vivas'?’. Para ello se procedié a solubilizar el formazan una vez

concluidas las 4 horas de incubacion.

ADH

4 N
)0

N L_Z:AD.'- Nl/NH
=N _N
- -
MTT Formazan
Figura 2.5. Reaccion de reduccion del reactivo MTT llevada a cabo en las mitocondrias

de las células vivas

La solubilizacion se llevé a cabo removiendo 85 pl de medio de cada pozo y el
formazan insoluble fue disuelto adicionando 50 pl de DMSO y mezclando
vigorosamente con la pipeta. Los platos fueron incubados a 37°C por 10 minutos y
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células, la cuantificacion puede realizarse por espectrometria, mientras que la
estructura y distribucién celular pueden observarse por medio de un microscopio
de fluorescencia o confocal'®®.

2.6.3.1 Preparacion de las superficies

Las muestras fueron -----*---- --%-- == -bjetos circulares (12 mm de
diametro) como se ha eccion 2.3 y fueron secadas a
50°C para eliminar clo ‘acion se llevé a cabo por UV
durante 30 minutos ampana de flujo laminar y.
posteriormente, fueron ota de grasa de silicon estér..
(Dow Corning® high-va. ... ceee. .o g wwwe, v dt0S de cultivo de poli(estireno)

no tratado de 12 pozos. Las muestras fueron lavadas con buffer de fosfato 2
veces, tratadas 30 minutos adicionales en UV y guardadas hasta su uso. Cubre
objetos recubiertos con poli-D-lisina (PDlys) y Tecoflex® fueron usados como

control positivo y control comercial respectivamente.

2.6.3.2 Pruebas de adhesion celular

Para este experimento se tomé un frasco con células entre 80 y 90% de
confluencia. Después de remover el medio de cultivo, las células fueron lavadas
con buffer de fosfato salino para eliminar suero residual que pudiera reaccionar
con la calceina y fueron tefiidas :on calcei... AM. Para marcar las células se

t™ cell

empleé calceina AM 1 uM usando el kit para adhesion celular (Vibran
adhesion assay kit, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez
tefiidas, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo suplementado con
suero y antibiéticos y sembradas a una concentracion de 5x10* células/pozo.
Después de 30 minutos y 1 hora de incubacion, el medio de cultivo y las células no
adheridas fueron removidos lavando con medio de cultivo libre de suero y
eliminandolo por inversién del plato dos veces. Finalmente se agregé 500 pl de

buffer de fosfato en cada pozo para su analisis.
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Poli-D-lisina después de 24h de cultivo para todas las muestras. Por su parte, PCI

fue calculado por medio de la ecuacioén 7.

PCI — queslra,t - F;)
F uestra,24h F;:

mi

Ec. 7

Donde Fruesat €S la fluorescenci: le cada muestra a determinado tiempo de
cultivo, Fruestra,24n €S la fluorescencia de la misma muestra pero a 24h y F, es la

fluorescencia del blanco (medio de cultivo sin cé  as).

2.6.3.5 Microscopia celular

Las imagenes fueron obtenidas por medio di in microscopio de fluorescencia
(Fluorescence inverted microscope, Nikon Eclipse TE200U) equipado con camara
(CDD Nikon digital camera DXM1200F) y filtros para calceina y etidio.

2. | Analisis estadistico

Para las pruebas de citotoxicidad se analizaron cuatro formulaciones de
poliuretanos (PUR, PUG, PUD y PUBDA), cuatro concentraciones de extracto (1:0,
1:10, 1:100 y 1:1000) y tres tiempos de incubacién (24, 48 y 72 horas). En cada
experimento se utilizaron tres pozos por combinacién; los experimentos se
realizaron por triplicado (n=9). Para las pruebas de adhesién celular fueron
realizados 3 experimentos por duplicado (n=6) a 30 minutos y 1 hora. Para las
pruebas de proliferacién celular fueron realizados 3 experimentos por triplicado

(n=9) a tres tiempos de incubacién (1, 2 y 7dic.,

Las pruebas de hemocompatibilidad se realizaron a cada formulacién empleando
sangre de tres voluntarios y por triplicado (n=9). Los promedios fueron analizados
por medio de un Analisis de varianza (ANOVA) de una via, usando la prueba de
Tukey para la comparacién de medias. Fueron ensayadas 9 muestras por
formulacioén, tanto en las pruebas de citotoxicidad como en las pruebas de
hemocompatibilidad. Un valor de P<0.05 fue aceptado como significativo.
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La PCL diol ha sido empleada principalmente por su capacidad de biodegradacion
de manera mas lenta que otros poliésteres'®?, lo cual hace que los productos de
degradacién sean liberados de una manera gradual e inocua para el organismo,
por otra parte se ha encontrado que los poliuretanos preparados con este
macromonémero tienden a presentar propiedades elastoméricas. Por otra parte ha
sido extensamente estudiado el efecto del peso molecular de la PCL diol usada en
la sintesis de los poliuretanos, encontrandose diferencia significativa en las
propiedades de los fisicoquimicas de los polimeros formados®®. Por lo tanto
durante este trabajo se us6 solamente la PCL2000. Por su parte el H1,MDI es un
diisocianato alifatico utilizado en formulaciones comerciales como el tecoflex® para
sustituir los compuestos aromaticos ya que la amina formada como producto de su

degradacion es considerada no téxica®.

Parametros como la temperatura, tiempo de reaccién, solvente y catalizador; asi
como la composicién del prepolimero y la proporciéon molar de los componentes,
no fueron variadas, con el objetivo de aislar el efecto de los extensores en las

propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los PUUS.

Por su parte los aminoacidos empleados como extensores de cadena fueron
elegidos en base a su diferente pH y su habilidad para formar especies cargadas
en condiciones fisiologicas, de esta manera se eligi6 un aminoacido basico (L-
arginina), uno neutro (glicina) y uno acido (acido aspartico), ya que se ha
encontrado que las superficies cargadas tienden a promover la adhesion
celular'™, ademas que< estos ..,inoacidos forman parte de la secuencia peptidica
RGD que se encuentra presente en ciertas proteinas y se encarga de promover la

adhesion celular®.

La BDA fue empleada con.. contr.. e reaccié.. yor sus dos grupos amina; éste, al
igual que la glicina son monémeros bifuncionales que forman PUUS lineales;

aunque las reacciones secundarias, como la formacioén de acilureas, alofanatos o
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Capitulo 3. Resultados y discusién

segmento rigido se pensé que serian utiles para observar los picos de este
segmento, sin embargo los polimeros sintetizados solo con Hi;MDI y extensor
fueron insolubles, io que dificulté el analisis por RMN, aunque fueron analizados

por FTIR como se muestra mas adelante.

3.23 FTIR

La figura 3.4 muestra los espectros de infrarrojo para los PUUS. Al igual que los
espectros de RMN, los espectros de infrarrojo fueron muy similares entre si debido
a la alta proporcién de PCL presente en las formulaciones (alrededor de 75%), por
lo tanto no todos los grupos funcionales mostrados en la figura 3.2 pudieron
identificarse por esta técnica. Sin embargo, fueron observadas algunas
absorciones caracteristicas de los PUUS tales como las correspondientes a los
grupos uretano del segmento rigido a 1529 y 1228 cm™ (por vibraciones de
estiramiento tipo amida 1l y amida lll respectivamente) y los grupos N-H alrededor
de 3323 cm™ (por vibraciones de estiramiento tipo amida A).

Los grupos carbonilo del segmento flexible se observaron por medio de una banda
intensa alrededor de 1733 cm™ la cual enmascara las bandas del carbonilo del

grupo ure .. 'or su parte ‘‘7a banda menns intensa a 1u36 cm™ confirmé la
presencia .. grupos urea fc...1ados durante vk xtension. Los dos
gru 1 BD/ i e rmacio’  le estos

enlaces cuando reaccionan con los isocianatos del prepolimero, por lo que se
presenta una banda bien definida en la formulaciéon conteniendo esta diamina; en
contraste, en el PUR, en el PUG y en el PUD solo se observé un hombro a este
numero de onda, resultado esperado debido a la variedad de grupos funcionales
contenidos en los diferentes aminoacidos, produciendo diferentes proporciones de
enlaces urea, amida asi como carboxilicos residuales los cuales se traslapan unas

con otras a esta frecuencia.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

factor importante, pues esta relacionado con otras propiedades del material, como
el comportamiento mecanico y la rapidez de degradacion %% 157,

En cuanto a la Tg del segmento rigido, este no pudo apreciarse en el intervalo de
temperaturas utilizado (de 0°C hasta 160°C), ya que por encima de esta dltima

empiezan a observarse picos de descomposicién.

V I\ PUBDA

I L B A v T — T T T T ' 1
0 20 - 60 80 ) 120 140 160
n, e._.a
Figura 3.14. Termogramas de DSC de los PUUS, primera y ----- segunda corrida.

Tabla 3-l. Propiedades térmicas de los PUUS

PUUS %S$S %SR Tg* Tm %Xc
PUBDA 76.16 23.84 43 54 16
PUR 73.74 26.25 39 53 38
PUG 76.54 23.45 34 53 46
PUD 74.88 25.12 ND 61 52
*La Tg fue determinada con respecto a la Ta Coellen por DMA
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Capitulo 3. Resultados y discusién

la resistencia a la tension y la deformacién maxima son parametros comunmente

evaluados en este tipo de materiales. Estos son afectados por factores tales como

el contenido de segm....o0 f'~hle y la estructura del poliuretano, energia
de cohesién, grado de empaquetar : las macromoléculas, separacion de
fase, grado de entrecruzam.....to, cri , etc."®

De acuerdo a la figura 3.17, lo obtenidos con aminoacidos como
extensores de cadena mostraron cortamiento plastico inicial, aunque
después del punto de cedencia tuvie omportamiento elastomérico, excepto
en el caso del polimero ¢-~ “ci-. ....tico (PUD). El PUR presenté una

deformacion maxima similar al poliuretanc omercial Tecoflex® y una resistencia
ultima equivalente al polimero comercial. Por su parte, el PUG presenté un

comportamiento similar a PUR, aunque exhibié una menor resistencia dltima y

menor deformacién. Este aument a resistencia, puede atribuirse a la
naturaleza segmentada de los poli y a los puentes de hidrégeno de los
grupos uretano ademas de los pue 3 hidrogeno formados por los enlaces
urea'’,

La morfologia de microfase separaca, caracteristico de los poli(urea uretanos) y
poliuretanos segmentados, le confiere a estos materiales excelentes propiedades,
tales como alta resistencia a la tension y alta flexibilidad, ya que el segmento duro
(diisocianato mas extensor de cadena) actua como refuerzo y el segmento suave
(PCL diol) le confiere flexibilidad al polimero'®. Ademas el incremento en el
modulo inicial y la resistencia a la tensién también puede ser asociada a la PCL
cristalina, ya que los cristales pueden actuar como entrecruzamiento fisico de una
manera similar al descrito para el segmento rigido® 8. La tabla 3.l muestra, en
resumen, las propiedades mecanicas de los PUUS, el modulo tangencial o modulo
al 100% de deformacion fue determinado con el fin de unificar los resultados, ya

que no todos los PUUS muestran el comportamiento plastico inicial.
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3.5 Pesos moleculares

De acuerdo al anélisis por cromatografia de exclusién de tamarios (tabla 3.11l), los
PUUS con arginina y glicina presentaron altos pesos moleculares, comparables
con PUBDA vy otros poliuretanos reportados ..eparados a base de aminoéacidos y
PCL®. El peso molecular fue suficientemente alto para impartir una alta resistencia

y distensibilidad a las peliculas preparadas por evaporacion del disolvente. En el

caso del PUD, égto mracnnti simn dintribenife bieeod=l --- o= 1 fraccidn oligomérica
resultando en u lo cual impidi6 su
caracterizacién n 2na para el caso del
PUR pese a la s ido en esta fase, se
debe a que la 1 ipos diisocianato es
aproximadamente n entre el agua vy
diisocianato'¢. P amino propicié una

velocidad adecua

La estrecha polid ssponde a polimeros
sintetizados por pe..cwie 1y puvue uuruiou o yus o ananore S€ realizod solo a la

parte soluble del polimero a diferencia de PUR que fue completamente soluble.

Tabla 3-lll Pesos moleculares y po _ispersidad de los PUUS sintetizados.

Mn Mw
g/mol g/mol D
PUBDA 128 020 177 590 1.38
PUR 189 320 420 280 2.21
PUG 124 580 190 310 1.52
PUD 40 257 55 458 1,37
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las velocidades de degradacién fueran mas rapidas que las observadas por medio
de la degradacién en buffer a pH 7.4.

3.6.2.1 Pérdida de masa

Los estudios de degradacién acelerada llevados a cabo en los PUUS, mostraron
que los medios alcalinos y acidos tienden a degradar mas a estos materiales que
los medios oxidativos, tal y como se aprecia en la tabla 3.IV. La elevada
degradacion hidrolitica era esperada por la alta proporcion de PCL en los
poli(uretano ureas) segmentados (alrededor del 75%); ademas que la temperatura
(de 100°C) fue muy importante porque al fundirse los cristales, la hidrolisis fue mas
facil. La mayor degradacion por parte del NaCIO comparado con H,O; se debe a
que ademas de ser un potente oxidante, la solucién de NaClO es bastante alcalina
(pH 13)'2 por lo que puede también puede hidrolizar los enlaces éster
conduciendo a una importante pérdida de masa. Diferente a esto, estudios previos
en Tecoflex® muestra que este se degradada muy poco bajo las estas
condiciones, debido a su segmento flexible de tipo poliéter el cual no es facilmente
hidrolizable'®. La mayor degradacion observada en PUD puede ser atribuida al
menor peso molecular de este polimero lo que facilita por una parte el acceso a
los enlaces degradables y acelera la formacion de moléculas de bajo peso
molecular, por otra parte esto evidencia la ausencia de baja proporcién de fases

de segmento rigido las cuales han mostrado una mayor resistencia a la hidrélisis.

Tabla 34V Porcentaje (%) de pérdida de masa por la degradacién de PUUS.

Contra. , %) Degradacién Oxidativa (%) Degradacién Hidrolitica (%)
H.O H.0, NaClO NaOH HCI
PUR 0.68+0.05 4.44+2.55 45.814.65 81.78+1.34 75.2443
PUG 2.65%1.77 4.38+1.25 32.0418.2 84.97+0.91 74.9414.16
PUD 1.96+1.6 26.39+6.0 12.2610.66 99.04+0.23 84.47+1.64
PUBDA 0.51+0.38 1.8£1.25 43.0£15.55 87.22+0.53 74.36+1.9
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Capitulo 3. Resultados y discusién

que las superficies trombogénicas presentan una mayor cantidad de fibrinégeno y
adhesion de plaquetas, los materiales para aplicaciones con sangre con
frecuencia han sido eva..ados in vitro en este contexto 3° "¢,

144
|

121 U [——l

Vidrio Tecofiex PUBDA PUR

c;T (min)

Figura 3.25. Tiempos de coagulacién con sangre completa. (*p<0.05 vs. PUUS analizado
por ANOVA de una via utilizando la prueba de Tukey)

3.7.1.2 Adhesion de plaquetas radiomarcadas

La prueba de hemocompatibilidad con plaquetas radiomarcadas permitié
cuantificar la adhesién plaquetaria como se observa en la figura 3.26, ya que la
radiacién emitida por las superficies puestas previamente en contacto con plasma
rico en plaquetas (PRP) tratado con '''In-oxina, es directamente proporcional al
nuamero de plaquetas adherida.. Al igual que en las pruebas con sangre completa,
las pruebas evaluadas fueron comparadas con Tecoflex® como control comercial.
En primer lugar se encontré que la cantidad de plaquetas adheridas a Tecoflex®
fue similar a la obtenida por otros autores que siguieron el mismo procedimiento

descrito anteriormente'®” 188,

Comparando este resultado con los PUUS
sintetizados encontramos que la adhesion plaquetaria fue similar, ya que no fue
detectada una diferencia estadistica significativa por ANOVA (P<0.05). Esto
demuestra que los PUUS sintetizados presentan una hemocompatibilidad

aceptable.
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Conclusiones

La pérdida de masa en los PUUS sometidos a degradacién en condiciones
aceleradas sigui6 el siguiente orden NaOH>HCI>NaClO>H,0,> H,0, indicando
que las condiciones hidroliticas afectan el segmento flexible mientras que las
condiciones oxidativas afectan el segmento rigido.

Las pruebas de hemocompatibilidad con sangre completa mostraron tiempos de
coagulacién mas prolongados para el PUR y el PUD, incluso ligeramente mayores
que el PUBDA. Sin embargo, el PUD mostré una mayor adhesién de plaquetas
activadas mientras que los demas polimeros mostraron un comportamiento no-

trombogénico similar al Tecoflex®.

Las pruebas de citotoxicidad de los lixiviados y productos de degradacion
mostraron una buena viabilidad y proliferacién de células endoteliales para las

concentraciones clinicamente relevantes.

Por su parte aunque todas las formulaciones mostraron una buena adhesion de
células endoteliales a mpos cortos de cultivo, solamente el PUR promovi6
significativamente la proliferacién de estas células con un aumento de alrededor
de 10 veces el numero de células del primer dia al séptimo dia de cultivo. Esta
caracteristica junto con sus propiedades mecanicas, adecuado tiempo de
degradacion, baja citotoxicidad de lixiviados y productos de degradacion no
toxicos, hacen del PUR un buen candidato para su uso en aplicaciones

cardiovasculares e ingenieria de tejidos.
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En vista de las buenas propiedades del poliuretano con L-arginina, se recomienda
la preparacién de diferentes formulaciones de PUR variando la proporcion de L-
arginina; y evaluar el efecto de la concentracién de este aminoacido en las
propiedades mecanicas y bioldgicas de andamios preparados con estos

poliuretanos con estructura tanto lisa como porosa.

Estudiar la degradacion in vitro de estos andamios a base de L-arginina, en
condiciones hidroliticas, oxidativas y enzimaticas; simulando las condiciones

fisiolégicas y analizando los productos de degradacién.

Preparar tubos a partir de las diferentes formulaciones y estudiar sus propiedades
mecanicas, asi como la degradacion y biocompatibilidad in vivo de los tubos con

mejores propiedades mecanicas y b  égicas in vitro.
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