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RESUMEN

El funcionamiento de un biomaterial depende en gran medida de varios agentes que
determinan su interaccion adecuada con el entorno biologico. Factores como la rigidez
del sustrato, la topografia y la quimica de la superficie, influyen en el comportamiento
celular. Aunque se ha avanzado mucho en la comprensién de cémo las propiedades
de los biomateriales afectan el comportamiento celular, la informaciéon disponible
sobre las senalizaciones biofisica y bioquimica que un biomaterial puede ejercer sobre
las células del sistema inmune, especificamente en los macréfagos, es poco conocida.
Algunas investigaciones afirman que cambiar la quimica de la superficie puede

mejorar la adhesion celular.

El objetivo de este trabajo fue la modificacién superficial de peliculas de polipropileno
(PP) con grupos amino primarios para promover la adhesién celular, asi como el
estudio de la influencia de aminas primarias sobre la polarizacién de macréfagos. Los
macrofagos juegan un papel muy importante en el proceso de sanacién y se polarizan
en dos fenotipos: proinflamatorios (M1) y antiinflamatorios (M2). La prevalencia de

uno sobre otro depende de varios factores microambientales.

Actualmente, la modificacién superficial puede llevarse a cabo mediante métodos
fisicos o quimicos, estos iltimos presentan algunas desventajas debido a la presencia
de aditivos o subproductos en el sistema. Para superar este problema, se us6 radiacion
gamma, para injertar cloruro de acriloilo sobre peliculas de PP por medio del método
directo, formando un cloruro de acilo, como primer paso. Posteriormente, las
peliculas injertadas con AC se hicieron reaccionar con etilendiamina en varios

disolventes y asi obtener peliculas con 12, 17 y 49% de aminas primarias (NH>)
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respecto al nitrogeno total. La concentracién de aminas en la superficie se determiné
por una reaccién de derivatizacién con 4-trifluorometil benzaldehido (TFBA) y se
caracterizo por XPS (relaciones N/C). La caracterizacion de las peliculas se llevo a
cabo mediante andlisis elemental, FTIR-ATR, SEM, AFM y el cambio de
hidrofobicidad se midi6 mediante angulo de contacto, del cual; se encontrd que las
peliculas con 6 % de nitrégeno presentaron el d&ngulo més bajo (57.2). La estabilidad
de las aminas se midi6 hasta 90 dias, sin encontrar “envejecimiento” de los grupos

funcionales, como se encontré por la modificacion de la técnica de plasma.

Las peliculas funcionalizadas con grupos aminos en la superficie presentaron su
modulo de Young mas alto, aunado a esto, los ensayos biolégicos mostraron mayor

adsorcién de albtimina sérica (BSA) que fibrinégeno (FB).

Para los ensayos de adhesion celular se usaron células fibroblastos Balb/3T3 y
macrofagos humanos THP-1. Los macréfagos mostraron una mejora en la adhesion
en peliculas funcionalizadas después de 2 h de cultivo. La polarizaciéon de los
macréfagos se controlé mediante la secrecién de citocinas (I11-6, 1L-10, T1L-12, TL-1B,
INF-y, TNF-or y metaloproteinasa-8) para marcadores M1 y M2. Los niveles de
citocinas relacionados con la fase inflamatoria aguda, especialmente TNF-o, fueron
mas bajos en las peliculas aminadas, aunque la produccion de marcadores
antiinflamatorios (I1-10) no fue diferente a estos. En general, la funcionalizacién con
grupos aminos disminuyé la secrecién de citocinas proinflamatorias, lo cual puede ser

utiles para el diseno correcto de materiales de curacion en heridas
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ABSTRACT

The performance of a biomaterial is strongly dependent on several factors that
determine their proper interaction with the biological environment. Substrate
stiffness, topography and surface chemistry among others influence cell behavior.
Although much progress has been made in understanding how the properties of
implantable biomaterials affect cells, the information available on the biophysical
and biochemical signaling that a biomaterial may exert on cells of the immune
system, specifically in macrophages, is less known. Some researches claimed to change

surface chemistry can improve cell adhesion.

The aim of this work was modified surface of polypropylene (PP) films with primary
amino groups for cell adhesion as well as the study of influence of amines over
macrophage polarization. Macrophages play a very important role in the healing
process and they polarize into pro-inflammatory (M1) and anti-inflammatory (M2)
phenotypes; the prevalence of one type over another depends on several

microenvironmental factors.

Currently, the superficial modification can be carried out by physical or chemical
methods which present several disadvantages due to the presence of additives or sub
products in the system. To overcome this problem, gamma radiation was applied to
graft acryloyl chloride onto PP films by direct method, forming an acyl chloride as
a first step. Subsequently, the radiation-grafted films were reacted with
ethylenediamine in several solvents to obtain films with 12, 17 and 49 % of primary
amines (NH,) respect to total nitrogen. The surface amine concentration was
determined by a derivatization reaction with 4-trifluoromethyl benzaldehyde

(TFBA) and characterized by XPS (N/C ratios). Films characterization was carried-

Vil
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ABSTRACT

out by means of FTIR-ATR, SEM, AFM, elementary analysis and the change of
hydrophobicity was measured by means of contact angle which films with 6% of
nitrogen presented the lowest angle (57.2°). The stability of the amines was measured
up to 90 days, without the occurrence of aging as was found by plasma modification.
Amino-functionalized films presented higher Young’s Modulus, besides in biological

test, they adsorbed more serum albumin (BSA) than fibrinogen (FB).

For cell adhesion assay Balb/3T3 fibroblast cells and THP-1 human macrophages
were used. Macrophages showed enhanced adhesion on functionalized films after 2 h
of culture. Macrophages polarization was monitored by means of cytokines secretion
(IL-6, IL-10, IL-12, IL-1B, INF-y, TNF-o and metalloproteinase-8) for both M1 and
M2 markers. Cytokine levels related to acute inflammatory phase, especially TNF-
o, were lower on amino-functionalized films, although the production of anti-
inflammatory markers (IL-10) was not different. Overall, amino-functionalization
attenuates the secretion of pro-inflammatory cytokines, which may be useful for the

correct design of wound healing materials.
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Capitulo 1. Introduccién

Capitulo 1. INTRODUCCION

Los biomateriales son aquellos materiales, ya sea naturales o sintéticos, que
interactian con los sistemas biologicos por ciertos periodos con la finalidad de
completar el tejido o ayudar a mejorar el funcionamiento de este [1]. El papel de un
biomaterial depende en gran medida de varios factores que determinan su interacciéon
adecuada con el entorno biologico. La rigidez del sustrato, la topografia y la quimica
de la superficie, entre otros, influyen en el comportamiento celular [2]. Aunque se ha
avanzado mucho en la comprensiéon de como las propiedades de los biomateriales
afectan las células somaticas [3] y las células madre [4-6], la informacién disponible
sobre el efecto de la senalizacion biofisica y bioquimica de los biomateriales en las

células del sistema inmune, especificamente en los macréfagos, es menos conocida [7].

Los macréfagos pueden polarizarse en dos fenotipos principales, generalmente
conocidos como proinflamatorios (M1) y antiinflamatorios (M2). Ambos tienen
diferentes roles en el proceso de curacién. Los macréfagos M1, son los encargados de
fagocitar microorganismos y restos de matriz celular, caracteristicas que se requieren
en las primeras etapas de la curacion. Los macrofagos M2 contribuyen a la reparacion
de tejidos y a la promocién de la angiogénesis [8]. La prevalencia de un fenotipo sobre
otro conduce a resultados opuestos en varias enfermedades. En un tumor sélido, los
macrofagos M1 pueden matar las células tumorales mientras que, por el contrario,
los macréfagos M2 facilitan la progresion e invasion del tumor. De acuerdo con esto,

ciertos tipos de tumores (tumores de pulmoén y carcinoma de mama) [9,10] se
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caracterizan por tener una alta produccion de macrofagos M2 que promueven la
angiogénesis [11,12]. El estado de polarizacion de los macréfagos varia en los
diferentes tipos de heridas; por ejemplo, en las lesiones activas, los macrofagos
expresan marcadores M1 y M2, mientras que en las heridas crénicas los macrofagos
expresan principalmente marcadores M1 [8] En las tltimas décadas, se ha realizado
un gran esfuerzo en la modificacion de la superficie de los biomateriales para
promover la adhesion celular, la proliferacion la migracion y la diferenciacion
[4,5,13,14]. La funcionalizacién con aminas primarias ha mostrado efectos positivos
sobre la adhesion celular debido a interacciones electrostaticas en medios acuosos a

valores de pH fisiologicos.

La funcionalizacion de la superficie de biomateriales con grupos amina puede llevarse
a cabo mediante varios métodos fisicos y quimicos entre los que destacan la
polimerizacién por plasma (inmersién o spray) y la fotopolimerizacion UV [15,16]. Se
ha observado que la modificacion superficial por plasmas forma sistemas parcialmente
solubles en agua, debido a la creacién de oligbmeros solubles en disolventes polares
y la formacién de radicales libres; los cuales intervienen en la incorporacion de
oxigeno (envejecimiento) al ponerse en contacto con el aire [15,17]. Una técnica
menos utilizada es la polimerizacién por injerto inducida por la radiacion gamma,
que presenta las ventajas de no requerir aditivos quimicos; la reaccioén puede proceder
a temperatura ambiente; y el procedimiento es muy versatil ya que la mayoria de los
materiales son propensos a absorber la radiaciéon y ser modificados por esta, por lo
tanto, se puede usar para preparar cualquier combinacién deseada de polimeros [18-

22]. La polimerizacién por injerto mediante rayos gamma implica la creacién de sitios
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activos a través de la absorcion de energia para producir radicales libres en la matriz
polimérica, que posteriormente reaccionan con monomeros de diferente naturaleza
quimica para introducir nuevos grupos funcionales en la superficie del polimero [18].
Entre los diversos métodos que pueden usarse para el injerto inducido por la
radiacion, el método directo es el mas simple y consiste en la irradiacién de la matriz
polimérica en un disolvente que contiene los mondémeros para obtener un polimero

de injerto.

En el presente trabajo se planteé el problema de dilucidar si el injerto de aminas
libres estables (primarias y secundarias) en peliculas de polipropileno, componente
de dispositivos médicos, puede alterar las caracteristicas relevantes que modulan el
comportamiento de los macréfagos, principalmente la adhesiéon y la polarizacion.
Dado que las propiedades mecanicas del material también son relevantes para la
respuesta celular, se usdé como sustrato, polipropileno (PP), polimero bastante
hidrofébico, ademés de no ser propenso a colonizarse por las células [23]. Para llevar
a cabo el trabajo, primero se injert6 cloruro de acriloilo (AC) en polipropileno (PP)
por medio de radiaciéon gamma por el método directo; posteriormente, las peliculas
se hicieron reaccionar con etilendiamina (ED) para obtener aminas libres en la
superficie. A los biomateriales obtenidos se les determiné la concentracién de aminas
primarias en la superficie mediante una reaccion de derivatizacion con 4-
trifluorometil benzaldehido (TFBA), para facilitar su caracterizacién mediante XPS
(relacién N/C). También se caracterizaron mediante FTIR-ATR, angulo de contacto,
AFM y SEM. Se estudi6 el efecto del decaimiento con el tiempo de los grupos

funcionales amina durante un periodo de tiempo en condiciones ambientales, para
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saber si existia envejecimiento (oxidacién). La caracterizacién biolégica se llevé a
cabo con respecto a la adsorcion de proteinas, la adhesion y la supervivencia de
fibroblastos y macréfagos junto con el perfil de citocinas producido por los
macrofagos en contacto con el material modificado. La informacion recopilada puede
ser util para el diseno racional de apodsitos para heridas y dispositivos médicos

implantables.
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Capitulo 2. ANTECEDENTES Y GENERALIDADES

2.1 Polimeros con aplicaciones biomédicas

Los biomateriales son aquellos materiales, ya sea naturales o sintéticos, generalmente
hechos de multiples componentes, que interactian con los sistemas biolégicos. Los
biomateriales a menudo se usan en aplicaciones médicas para aumentar o reemplazar

una funcién natural.

Los materiales poliméricos han sido una de las piedras angulares para el desarrollo
de biomateriales. Un desafio importante en los tltimos afios ha sido el diseno de
biomateriales que puedan lograr efectos biologicos especificos en las células, y

viceversa.

Los biomateriales se pueden clasificar ampliamente en polimeros sintéticos; naturales
e hibridos; los polimeros sintéticos, incluyen materiales hidrofébicos como el
polipropileno (PP) polietileno (PE), politetrafluroetileno (PTFE) e hidrofilicos como
el a-hidroxiacido [de la familia que incluye écido poli(lactico-co-glicolico), PLGA],
polianhidridos, entre otros. Para los polimeros naturales se encuentran azicares
complejos (hialuronatos, quitosano); e inorgénicos (hidroxiapatita). También se
clasifican de acuerdo a su estructura (hidrogeles) [24], o su funcién como inyectables
[25], superficies de peliculas o catéteres modificada [26] para la liberacién de farmacos

[26,27] o para alguna aplicacién especifica.
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La existencia de una amplia variedad de materiales con aplicaciones biomédicas ha
surgido de las extensas necesidades anatémicas y fisiologicas del cuerpo humano. Por
ejemplo, un dispositivo con propiedades mecanicas relativamente fuertes puede ser
requerido en situaciones donde el dispositivo puede ser sometido a carga de peso o
tension, o donde es necesario el mantenimiento de una cierta citoarquitectura. En
otros, redes més flexibles pueden ser necesarias o incluso preferibles. Todo dependera
de su aplicacién (implantacién o procedimiento minimo invasivo), y la naturaleza del

material, por lo que surge la necesidad de funcionalizacién en masa o superficie.

Es importante sefialar que la "biocompatibilidad" no es una propiedad intrinseca de
un material, y depende del entorno biolégico que existe con respecto a la reaccion del
tejido. Por ejemplo, un material que es biocompatible en tejido subcutaneo podria

no serlo en el nervio o en el peritoneo.

Del mismo modo, es importante tener en cuenta la toxicidad del material, no debe
presentar citotoxicidad ni ser un sistémico toxico. Por lo tanto, es importante tener
en cuenta la toxicidad potencial de los productos de descomposicion de los materiales,
asi como de los agentes de reticulacion residuales (por ejemplo, glutaraldehido),

grupos reactivos en polimeros (aldehidos, amidas o hidrazidas).

Un concepto basico para el area de ingenieria de tejidos es que el biomaterial realiza
una funcién de tiempo limitado pero que, siendo ajeno al medio natural, desaparecera
una vez que se ha cumplido esa funcién En consecuencia, muchos materiales
utilizados en la ingenieria de tejidos son biodegradables. Los materiales

biodegradables son particularmente propensos a ser utilizados en el area de liberacion
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controlada de farmacos; sin embargo, no es necesario que el biomaterial presente esta

propiedad, en parte o en su totalidad.

Como se mencion6 anteriormente, las propiedades mecanicas de los biomateriales en
aplicaciones biomédicas estan determinados por el entorno. En general, las
propiedades del biomaterial deben coincidir con las del tejido circundante: por
ejemplo, relativamente duro en los huesos, mas blando en los tejidos flexibles. Las
propiedades también estaran definidas por la necesidad de porosidad de las células

adherentes.

Las propiedades de adhesion celular son obviamente importantes, ya que las células
deben unirse a la matriz. Sin embargo, hay circunstancias, como en “micro-
patterning” de construcciones de ingenieria de tejidos [28], donde los materiales con
menor adhesién celular pueden estar alternados con materiales de mejor adhesion
celular para formar las estructuras deseadas. Por lo que numerosas propiedades de

los biomateriales son tutiles para su desarrollo y aplicaciones especificas.

2.2 Matrices poliméricas en dispositivos médicos

Los polimeros clasicos como el polipropileno (PP), polietileno (PE), poliestireno (PE)
y una amplia gama de poliuretanos, han sido ampliamente usados en el campo de la
medicina como componentes de dispositivos médicos. Adicionalmente, con el
desarrollo de nuevas técnicas de funcionalizacion de polimeros, su uso se ha extendido
a la produccion de materiales mas sofisticados para su uso como implantes o

dosificadores de farmacos. En general las poliolefinas y los poliuretanos son polimeros
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versatiles que pueden ser utilizados en diferentes aplicaciones, especialmente en el

area de la medicina.

2.2.1 Polipropileno

El polipropileno es un material termoplastico de bajo costo que es producido por la
polimerizacion de las moléculas de propileno, que son las unidades monoméricas
(Figura 1). Existen diversas técnicas para producir el polipropileno comercial; sin
embargo, la més usada es por medio de catalizadores (Ziegler-Natta o metalocenos)
debido a que con este método puede controlar la esterioquimica en la etapa del
crecimiento, de tal manera que se puede obtiene una mayor linealidad en el polimero
por la quiralidad del polimero obtenido. Esto da lugar a un polimero que presenta
buenas propiedades mecanicas y térmicas y es resistente contra diversos disolventes
organicos, acidos y bases inorganicas. Pertenece al grupo de las poliolefinas y es
utilizado en una amplia gama de aplicaciones, desde empaques para alimentos hasta

equipos de laboratorio.

H CH, Polimerizaciéon CH;
| | Zieglar-Natta H, |
= > T
H

o catalisis por [ In

Metalocenos . H
polipropileno

propileno

Figura 1. Reaccion de polimerizacion del propileno
El PP al ser un hidrocarburo es inerte a una gran variedad de compuestos quimicos
a temperatura ambiente, esta caracteristica junto con su alta hidrofobicidad (dngulo

de contacto de 90°) limita su uso en otras aplicaciones, por lo que la introduccién de
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monoémeros con ciertos grupos funcionales por medio de wun proceso de
copolimerizacién de injerto puede obtener nuevas propiedades y al mismo tiempo le

permite conservar sus propiedades mecénicas.

Numerosos métodos se han usado para funcionalizar el PP, entre los que destacan la
iniciaciéon quimica, la radiacion UV y la radiacién ionizante. Diferentes autores
[19,20,29-32] han logrado la modificacién superficial de diferentes polimeros,
especialmente en superficies de polipropileno por medio del método de irradiacion
directa y de pre-irradiaciéon oxidativa [20,29,31,33]. Sin embargo, el PP es susceptible
a la degradacion cuando es expuesto a la radiaciéon cuando las dosis sobrepasan los
100 kGy, especialmente cuando es irradiado en presencia de oxigeno; por otro lado,
el PP puede entrecruzarse. El grado de cristalinidad y estereoquimica del PP, la
razon de dosis, temperatura y la presencia de oxigeno, determina que un proceso

predomine sobre otro [34].

2.3 Modificaciéon superficial de polimeros para aplicaciones
biomédicas

Para obtener una respuesta especifica de algunos materiales, estos se han modificado
en la superficie, agregando macromoléculas por medio de métodos quimicos, como

por reacciones de radicales libres, este proceso es llamado injerto.

Algunas investigaciones han demostrado la “habilidad” de que superficies de
polimeros cargadas se pueden enlazar a proteinas o células in vitro [35] o sirven como

matrices para cargar y liberar farmacos [20].
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Como se ha mencionado anteriormente, el éxito de un implante esta determinado por
la respuesta de su entorno biolégico circundante. Esto se rige en gran medida por las
propiedades de la superficie del biomaterial donde ocurre la interaccién. En
consecuencia, esfuerzos considerables se han centrado en la ingenieria de superficie
de biomateriales para darles la capacidad de promover la adhesion celular, la
proliferacién y mantener las funciones celulares. Por lo tanto, una caracterizacion
clara de las propiedades fisicas y quimicas de la superficie del biomaterial tiene una
gran importancia cientifica en las interacciones entre células y biomateriales, lo que

permite la evaluacion de la bioactividad del biomaterial.

Hasta la fecha, se ha establecido una gran cantidad de técnicas en ingenieria de
superficie para mejorar la biocompatibilidad. Las investigaciones generalmente
contienen tres pasos principales: después de que se realiza la modificacion superficial
del biomaterial, se realizan caracterizaciones quimicas y fisicas seguidas de una

evaluacién de biocompatibilidad a través del cultivo celular in vitro [23,27].

En las ultimas décadas, el tratamiento de la superficie de biomateriales con plasma
ha sido ampliamente estudiado [13,35-37]. La modificacién por plasma de los
biomateriales permite cambiar las caracteristicas de la superficie para lograr una
mejor biocompatibilidad sin alterar las propiedades del volumen. Los resultados de
la modificaciéon del plasma pueden controlarse facilmente eligiendo gases o

mono6meros adecuados y las condiciones apropiadas en el plasma [36].

10
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2.4 Modificacion de polimeros por el método de plasma

A menudo se afirma que el plasma es el cuarto estado de la materia en la secuencia:
solido, liquido, gaseoso y plasma. El estado de la materia cambia de solido a liquido

a gas a plasma, al aumentar la temperatura del material en consideracion.

Cuando los atomos de gas se someten a algin tipo de energia (térmica, eléctrica o
luminosa) se convierten en iones al liberar algunos de sus electrones. Las colisiones
entre electrones y moléculas y las rupturas de enlaces en las moléculas crean radicales.
La energia también creara especies excitadas que generaran fotones. Asi es como se
crea el plasma con una mezcla tnica de electrones, iones, radicales, fotones y atomos

y moléculas neutras [35,38,39].

Hay diferentes fuentes de plasma disponibles y sus dimensiones estan determinadas
en gran medida por la aplicacion en particular para la que esta destinado. Existen
diferencias claras no solo en la forma fisica de varias fuentes de plasma, sino también

en el comportamiento temporal de los plasmas que se generan en diferentes fuentes.

La polimerizaciéon por plasma de mondémeros a base de aminas es una forma no tan
eficiente de preparar superficies de polimeros bioactivados. Las superficies
funcionalizadas con aminas se han obtenido previamente mediante polimerizacion en
plasma utilizando diferentes monémeros como alilamina [40], etilendiamina [41], n-
heptilamina [42], propilamina [16], ciclopropilamina [43], diaminociclohexano [44] y

butilamina [45].

Los grupos amino generalmente se incorporan en la superficie utilizando gases no

formadores de polimeros (precursor no polimérico) (activacién de plasma de amina)

11
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como el amoniaco (NH;") o nitrégeno (N2), o mondémeros de amina (polimerizacion
por plasma de aminas). El primero erosiona la superficie del biomaterial e introduce
al nitrégeno; el ultimo deposita una capa de polimero que contiene grupos nitrégeno

en la superficie [45].

En el campo biomédico, los medios de plasma utilizados mas comunmente son el
amoniaco como precursor no polimérico y la alilamina como precursor polimérico. La
polimerizacion de amina por medio de la técnica de plasma es la mas utilizada para

la incorporacion de aminas primarias [39].

La polimerizacién por plasma presenta algunas ventajas que incluyen (i) deposicion
de pelicula ultrafina, (ii) buena adhesion al material del sustrato [46]. Como ya se
menciond, para los tratamientos de modificacion de superficie, varias fuentes de
plasma estan disponibles. Cada uno de ellos tiene sus propias caracteristicas, tales
como densidad, temperatura, composicion quimica, etc., y conduce a resultados
diferentes. La eleccion de la fuente adecuada para la tarea especifica requiere el

estudio de las caracteristicas de los diversos plasmas.

No obstante, estas técnicas han demostrado la formacion de sistemas parcialmente
solubles en agua ya que existe un incremento en la formacién de oligbmeros debido
al ntmero de radicales libres que se forman durante el depdsito de las aminas, dando
lugar a la formacién de otros grupos funcionales como cetonas y aldehido; asimismo,
existe un incremento en la formacion de radicales libres, los cuales intervienen en la
incorporacién de oxigeno (envejecimiento) al ponerse en contacto con aire al polimero

recién sintetizado [47].

12
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Cuando se realizan estudios de estabilidad (envejecimiento) de las aminas en aire, el
oxigeno presente en el medio tiene mayor tiempo para difundir a través del grosor
de las peliculas porque todos los polimeros aunque presenten mayor reticulacion, son

permeables por pequenias moléculas como las de oxigeno y agua.

Existen principalmente tres factores, que afectan la estabilidad de los recubrimientos
por plasma: (i) ciertos grupos funcionales son inherentemente reactivos y pueden
afectar la hidrofilicidad del material; (ii) el peso molecular promedio esté dictado por
un equilibrio entre los procesos de propagacién en cadena y escision durante la
deposicion y (iii) la creacién de radicales libres y las reacciones de reticulacién
intermoleculares resultantes [47]. Por esto se recurre a técnicas de modificacién
alternas que no presentan este tipo de desventajas, como la modificacién por
radiacién gamma, donde la modificacién es versatil y no presenta problemas en la

purificacion del material modificado.

2.5 Modificacion de polimeros por la radiaciéon gama

La copolimerizaciéon de injerto resulta ser una técnica alternativa de gran importancia
para la preparacion de polimeros con propiedades que no pueden ser obtenidas
solamente con homopolimeros. Las reacciones de injerto pueden ser estimuladas por

la radiacién ionizante, luz UV o por medio de iniciadores quimicos [18,34].

Entre dichas técnicas, una menos utilizada es la polimerizaciéon por injerto inducida
por radiacién (RIGP), la cual se ha convertido en una herramienta adecuada para la

modificacion de propiedades fisicoquimicas de los materiales, y se ha destacado por

13
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ser una técnica limpia, al no requerir precursores quimicos para llevar a cabo las
reacciones de polimerizacion [17,47-48]. Mediante esta técnica se promueve la
formacion de enlaces covalentes, y por lo tanto genera reacciones de injerto con una
arquitectura relativamente controlable. Esta técnica se puede dirigir a modificacion
de superficies inicamente o generar cambios sobre la masa del polimero porque la

radiacion gamma presenta alta penetrabilidad.

Debido a la versatilidad de la técnica se pueden sintetizar una gran variedad de
polimeros con ciertas propiedades que con un homopolimero no se obtendrian ya que
puede usarse en cualquier temperatura y estado fisico de las muestras [18]. Varios
materiales biocompatibles son modificados por medio de injerto de otros mondémeros
para potencializar su respuesta. El injerto en polimeros consiste en introducir cadenas

laterales a una matriz polimérica por medio de formacion de enlaces covalentes.

La técnica RIGP involucra la formacion de sitios quimicamente activos sobre la
matriz polimérica, los cuales pueden iniciar la polimerizacion, adicionalmente se
forman intermediarios muy reactivos tales como; radicales libres, iones y moléculas
excitadas, llevando a la transformacién en la estructura quimica del polimero por la
formacién de enlaces covalentes, de manera que se combinan las propiedades de cada
polimero. La ventaja respecto a la polimerizacion por plasma es que, los
intermediarios formados mediante la radiacion gamma, su vida media es muy corta,
por lo que la polimerizacion se lleva a cabo principalmente por medio de radicales

libres.
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Existen diferentes formas de injertar un monémero dentro de un polimero mediante
radiacion ionizante, dentro de los mas usados es el método de radiacion directo y el

método de pre-irradiacién oxidativa [50].

2.5.1 Injerto por medio del método directo

Este método consiste en irradiar el polimero en presencia de un mondémero bajo
atmosfera inerte. El monomero puede estar en fase gas, vapor, o en soluciéon. La
irradiacion produce radicales libres en la cadena principal del polimero, los cuales

inician el injerto, formando ramificaciones en la estructura principal (Figura 2).

A A A

Figura 2. Injerto por medio del método directo

La desventaja que se asocia a este método es la alta formaciéon de polimero, a casusa
de que la radiacién ionizante no es selectiva, dando también la formacion de radicales
en el monémero, por consecuencia la formaciéon de homopolimero es alta. por lo que

podria dificultar la separacion de la matriz polimérica injertada y el homopolimero.
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Para reducir la reaccion de homopolimerizacién se puede usar inhibidores de
radicales, los mas comunes son especias iénicas como Fe?t, Fe?t, Cu®t o llevar a cabo
la reacciéon en temperaturas més bajas. La reduccién de homopolimero se puede dar
gracias a que las reacciones de 6xido-reduccion entre la especie metalica y las cadenas
de homopolimero, actian desactivando los radicales libres de las cadenas poliméricas
en propagacion. Es importante destacar que, cuando la concentracion de un inhibidor
es alta, la reaccion de injerto también puede verse disminuida. La naturaleza quimica
del polimero determina la forma de su modificaciéon y la tendencia al ser expuesto a

la radiacion ionizante, es decir, la tendencia a entrecruzarse o sufrir degradacion.

2.5.2 Injerto por medio del método de pre-irradiacion oxidativa

El injerto también puede obtenerse irradiando la matriz polimérica en presencia de
aire, para formar perdxidos e hidroperdxidos, enlaces inestables que se rompen
facilmente con el aumento de la temperatura, con la ruptura de estos se forman
radicales libres, lo que lleva a la formacién de radicales C-O que comienzan el proceso
de injerto (Figura 3) Una de las ventajas de este método es que se pueden almacenar
las muestras irradiadas a baja temperatura por determinados periodos de tiempo, al
igual que detener la reaccion de injerto en cualquier momento. Sus desventajas es

que requiere dosis méas altas que en el método directo.
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Figura 3. Injerto por la radiacion ionizante. Método de pre-irradiacion oxidativa

2.5.3 Interaccion de la Radiacion con la Materia

Los rayos gamma (y) son emitidos por el nicleo, cuando éste se encuentra en un
estado excitado y decae a un nivel inferior de energia. Este tipo de radiaciéon no posee
carga eléctrica ni masa, por lo que, la interacciéon con la materia no es por atraccion
o repulsion eléctrica. Los principales mecanismos de interacciéon de la radiacion con

la materia son [51]:

1. Efecto Comptom
2. Efecto fotoeléctrico

3. Formacion de pares
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Por medio de estos tres mecanismos, la radiacién sera capaz de generar la ionizaciéon
y excitacion de la materia. En los materiales poliméricos, esta interacciéon ocurre

mediante el efecto Compton, principalmente

2.5.3.1 Efecto Comptom

En este efecto, el foton sélo cede una parte de su energia al electrén de las capas mas
externas. El fotén incidente se dispersa de su trayectoria con cierto angulo respecto
de su direccion incidente disminuyendo su energia y un electron es desviado de su
orbita. En esta interaccion se conserva la energia y la cantidad de movimiento. El
efecto Compton es una interaccion elastica entre el foton incidente y un electrén libre
o ligado fuertemente a su ntcleo, que se supone en reposo. Cabe decir que, si el
electron esta ligado fuertemente a su ntucleo, todo el atomo experimenta retroceso
por la interaccion con el fotén incidente. La probabilidad que ocurra este efecto es
notable a energias “medias”, la prevalencia del efecto Compton puede extenderse,

entre aproximadamente, 20 keV y 30 MeV.

2.5.3.2 Efecto fotoeléctrico

En este proceso el foton incidente pierde totalmente su energia en el choque con un
electrén de las capas internas del atomo. Los electrones se encuentran retenidos en
sus capas electronicas con cierta energia. Para que alguno de ellos pueda ser
arrancado y suceda el efecto fotoeléctrico, es necesario que la radiacion incidente
tenga al menos una energia igual a la energia de unién del electréon. El efecto

fotoeléctrico no es posible por interaccion de un fotén con un electrén libre, ya que
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debe de intervenir otra particula para que se conserve la cantidad de movimiento. El
efecto fotoeléctrico es més probable cuando el electrén esta méas fuertemente unido.
La probabilidad de que tenga lugar el efecto fotoeléctrico es notablemente mayor a
“bajas” energias v alta seccion eficaz como en el caso de un material atenuador como
el plomo. A energias bajas, los electrones son emitidos preferentemente formando un
angulo de 90° en relacién con la direccién del fotén incidente. A energias mas

elevadas, la distribucién se desplaza hacia adelante.

En esta interaccién, la totalidad de la energia del foton se transfiere a un electréon de
las capas L y K del atomo y es expulsado con cierta energia cinética. El foton
desaparece por completo y el exceso de energia en relaciéon con la energia de union
del electron se convierte en energia cinética del electrén. El fotén no ioniza mas que
un solo atomo y el electron desplazado puede excitar o ionizar numerosos atomos y
moléculas. La ionizacion interna causada por el efecto fotoeléctrico termina con la

emision simultanea de rayos X, que también son un tipo de fotén.

2.5.3.8 Produccion de pares

En este proceso, el foton desaparece totalmente y en su lugar aparece el par negatron-
positrén (por lo que se dice que el fotén es absorbido cerca del nicleo); se trata de
una trasformacién de energia en materia. Como la suma de las masas en reposo del
negatréon y positron equivalen a una energia de 1.02 MeV, esta tendrd que ser la
energia minima del fotén incidente para que pueda tener lugar la formacion o

produccién de pares. Entonces la formacién del par dependera de la energia del foton
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y del ntmero atémico, generalmente alto, con el que interacciona. La formacion
ocurre en el campo colombiano del nicleo atémico. El negatron y el positron pierden
rapidamente su energia cinética por colisiones con los &tomos o particulas
circundantes. Una gran cantidad de los positrones formados en esta interacciéon se

transforman en radiacion de aniquilacién.

2.6 Adhesion celular

Es conocido que la mayoria de las células no se adhieren a superficies de polimeros
hidrofébicos como: polietileno, polipropileno, o poliestireno. Sin embargo, superficies
hidrofilicas que son funcionalizadas por plasma o ultravioleta (UV) son conocidas por
promover la adhesién celular. Los macréfagos se ha demostrado que se pueden adherir
a superficies que contengan un recubrimiento de concentracion de grupos amino

primarias [35].

2.6.1 Grupos funcionales para la adhesion celular

Las células son sensibles al entorno en el que existen [2,7], respondiendo a senales
quimicas y aspectos morfologicos de las superficies con las que estan en contacto.
Aunque los andamios o soportes de polimeros sintéticos tienen grandes ventajas en
términos de su proceso de fabricacion y otras propiedades, sufren de la falta de senales
para que las células puedan realizar sus funciones. Es muy complicado encontrar un
material adecuado que cumpla con todos los requerimientos y funcione
apropiadamente en un ambiente bioldgico. Una forma es seleccionar un material que

tenga las propiedades de volumen requeridas, como resistencia mecanica y modificar
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sus propiedades de superficie mediante un tratamiento de superficie [26,27], ya sea
por modificacién fisica o quimica. En las dltimas décadas, el tratamiento de la
superficie de biomateriales con diversas técnicas ha sido ampliamente estudiado
[13,22,35,36,38,39,52-54]. La modificacion superficial de los biomateriales brinda la
oportunidad de cambiar las caracteristicas de la superficie para lograr una mejor
biocompatibilidad sin alterar las propiedades en masa. Entre otras técnicas fisicas y
quimicas para mejorar la biocompatibilidad, la modificacion de la superficie por
plasma se ha utilizado para adaptar las propiedades de la superficie mediante la
funcionalizacién de esta para controlar su respuesta biologica. Se han investigado
diferentes grupos funcionales, tales como grupos carboxilo [55], hidroxilo [56], aminas

(en especial aminas primarias) [57], metilos y silanos [4].

<CH3 <CH3 ;CHz H,N HN_ H,N Si Si Si HO> Hj Ho> COOH COOH COOH
Metilos Aminas Silanos Hidroxilos Carbonilos

Figura 4. Diferentes grupos funcionales que se han utilizado en superficies para

adhesion celular

Actualmente, hay una falta de conocimiento sobre cémo la quimica de la superficie
puede controlar el comportamiento de algunas células (adhesién/morfologia y
diferenciacién). Se ha obtenido informacién sobre cémo las propiedades del material,
especificamente el uso de monocapas autoensambladas para crear una quimica de

superficie bien definida, pueden afectar la adsorciéon de proteinas y un tipo celular
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funcional diferenciado [55,58-61], es decir, la energia superficial puede influir en la
adhesion y funcionalidad de algunas lineas celulares como; células mesenquimales

(MSC), macréfagos, o células madre.

Se han hecho diferentes investigaciones en las que se ha modificado quimicamente
algin tipo de superficie con diferentes grupos funcionales como metilo (-CH3),
hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amino (-NH») y silano (-SH) (Figura 4)
especialmente para células mesenquimales [4,5]. Todos estos grupos funcionales se
pueden encontrar naturalmente dentro de los sistemas biolégicos y la inclusion de
estos grupos, proporciona un método que produce sustratos bien definidos y
organizados con diferentes quimicas y energias superficiales. Si bien se ha investigado
la importancia en la union ésea y otras aplicaciones especificas para células
mesenquimales (MSC) no se ha explorado la cuestién bésica de como se puede utilizar
la, quimica de la superficie para controlar la adhesion inicial y la diferenciacion celular
de otro tipo de células, o si existe una quimica de superficie Optima para el

mantenimiento del fenotipo.

Curran y colaboradores demostraron que los cambios en la quimica de la superficie
dan como resultado diferencias en la energia de la superficie y la posterior adhesion
de proteinas y células [4,5]; sin embargo, hasta ahora se tiene poco conocimiento de
cémo los cambios en la conformacion de proteinas y la adhesion celular influyen en
la diferenciacién de las MSC. Por ejemplo, el rendimiento de los condrocitos, es decir,

la expresion de colageno II se optimiza cuando los condrocitos se redondean y el
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numero de adherencias focales se reduce en comparacién con los condrocitos bien
diseminados que crecen en cajas de cultivo estandar de poliestireno (TCPS) [62,63].
Por lo tanto, controlar el nivel de adhesion celular en una superficie podria

proporcionar una forma de controlar o influir en el proceso de diferenciacion.

2.6.1.1 Grupos aminas para adhesion celular

Numerosas investigaciones han demostrado que la modificacién de superficies con
grupos amina en la superficie pueden modular la adhesiéon celular, asi como
diferenciacion y proliferacion celular de ciertas lineas celulares, entre las que destacan
los fibroblastos, células mesenquimales [5] y monocitos/macréfagos [52]; mejorar la
compatibilidad de los tejidos o modificar la hidrofilicidad del material. Los grupos
amino también pueden usarse para unir quimicamente moléculas bioactivas [64,65]
tales como oligo-sacéridos [66], enzimas [45,67], péptidos [68-70] u otros polimeros;
ademas, existe la posibilidad que algunos grupos amino puedan ser usados como sitios

reactivos, para reacciones de inmovilizacion, directa o indirectamente y asi cambiar

algunas propiedades bioldgicas.

La eleccion de grupos amino ha sido debido a su asociacién a cargas positivas que
pueden, en soluciéon acuosa y a valores de pH fisiologicos, atraer biomoléculas
cargadas negativamente (proteinas como colageno) y mejorar las interacciones del
polimero con las células donde puede ocurrir una interaccion con grupos especificos
de las biomoléculas, debido a esto, las aminas sirven como un primer anclaje para las
células, hasta que estas puedan crear su propia matriz extracelular y comenzar a

proliferar. No obstante, se sabe poco sobre como las aminas cargadas positivamente
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modifican la polarizacién y la expresién de las proteinas de los macréfagos [13,47).
La falta de comprensién de las respuestas de los macréfagos a los biomateriales se
debe a la compleja correlacion entre las propiedades inherentes del biomaterial y las

que resultan de la interaccién con el entorno local [7].

2.7 Cuantificacién de aminas primarias

Dado que los materiales modificados, principalmente son polimeros organicos, la
introducciéon de grupos amino es a menudo el primer paso de la modificacién de la
superficie. Sin embargo, las propiedades de la superficie después de la modificacion
dependen de la densidad del grupo amino, por lo que debe ser cuantificado para

controlar la funcionalizacién del biomaterial.

El contenido de amina primaria puede determinarse por varios métodos [18] entre
los cuales ya se han reportado fluorimetria, colorimetria y espectrografia [71,72]. Sin
embargo, la mayoria de esos métodos presentan algunos inconvenientes, tales como;
la confiabilidad de la técnica es cuestionada (la colorimetria con &cido 2,4,6-
trinitrobencenosulfénico (TNBS), debido a la posible adsorcién no especifica de
colorante a la superficie del sustrato), ademés del tiempo requerido para llevar a cabo
el ensayo. Hasta donde sabemos, los contenidos de amina primaria que se determinan

con colorantes anionicos se usan sin ninguna validacion.

Una alternativa es usar un método que pueda ser apoyado por técnicas cuantitativas
como la espectroscopia de infrarrojo o semicuantitativas tales como la espectroscopia

de rayos X (XPS), como la derivatizaciéon quimica selectiva con trifluorometil
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benzaldehido (TFBA). En esta reaccién, el TFBA es unido covalentemente por medio
de un enlace de imina, por lo que la cuantificacién de las aminas puede ser deducido

por la concentracién de fldor en la superficie por medio de (XPS).

2.7.1 Reacciones de derivatizacion

La derivatizaciéon quimica consiste en usar un marcador molecular que reacciona
selectivamente con un grupo funcional especifico que a su vez puede ser facilmente

cuantificado por métodos apropiados de superficie.

La reaccion de derivatizacién con TFBA es una reaccién quimica entre un aldehido
aromatico, con aminas primarias, donde generalmente, ocurre la formacion del enlace

covalente, quedando el resto de la molécula aromética a la superficie (Figura 5).

CF;
~NHy — — N CF;
N©
amina primaria TFBA imina

Figura 5. Reaccion de derivatizavion quimica entre trifluorometil benzaldehido
(TFBA) y una amina
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En general, se trata de una reaccién de formaciéon de una imina, que ocurre entre
una amina primaria y un compuesto de carbonilo (aldehido o cetona). el resultado
de esta reacciéon es una aldimina aromatica unida a la superficie del polimero. Después
de realizar una reaccién de acuerdo con la Figura 5, usando una solucion de TFBA
en un disolvente inerte o vapor de TFBA en la fase gaseosa, la cantidad de grupos
de amina primaria se determina normalmente mediante la cuantificacién de la
concentracién o densidad de los grupos flior (CF3) La cuantificacién generalmente
se lleva a cabo utilizando XPS u otros métodos analiticos como la espectroscopia
FTIR o EDX. La proporcién de aminas en la superficie se puede calcular con las
siguientes ecuaciones de acuerdo con Girad-Lauriault [71]. De la ecuacién 1 se puede
obtener el porcentaje de aminas respecto a los atomos de nitrogeno detectados por
XPS en la muestra [NH|x; mientras que la ecuaciéon 2 muestra es el porcentaje de
aminas respecto a los dtomos de carbono [NHs.. La ecuacién 3 calcula el porcentaje

de aminas primarias respecto al total de atomos presentes en la muestra.

IF 15D
Ny = ot )
2IN In 150/
RSFN 15
Ig 15D/
3ASF 1
[NHyJe = (qop s ) (ALiete @
Cls,D/ASF IN1s,D
C1s
r P /3asF I
B Fis N 1s,ND
[NHZ]T -\ Ic 15,ND/ASF +IN1sND <1N 1s,D > (3)
C1s

1o 1s,ND
ASFp 15+ 01 /ASF01S

Donde I son las intensidades o el area de los picos de fotoelectrones de cada elemento quimico del
orbital molecular 1s detectados por medio de XPS (nitrégeno (N 1s), carbono (C 1s), oxigeno (O 1s)
y flior (F1s)), de los grupos derivatizados, (D); y grupos no derivatizados, (ND). ASF es el factor de
sensibilidad de cada elemento.
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2.8 Espectroscopia fotolectrénica por rayos X (XPS)

La Espectroscopia Fotoelectronica por rayos X (XPS, por sus siglas en inglés: X-Ray
Photoelectron Spectroscopy) o también llamada ESCA (Espectroscopia Electrénica
para Andlisis Quimico), es el método de caracterizaciéon de superficies més utilizado
actualmente. La popularidad de esta técnica deriva del alto contenido de informacién
que suministra y la flexibilidad para ser utilizada en una gran variedad de muestras.
La técnica XPS se cataloga dentro de las técnicas analiticas de espectroscopias
electronicas, denominadas de este modo porque se miden electrones. El analisis mas
basico de XPS en una superficie, puede proporcionar informacion cualitativa y
cuantitativa de todos los elementos presentes, excepto H y He; ademas, se puede
obtener informaciéon detallada de la quimica, organizaciéon y morfologia de la
superficie. La potencia de esta técnica se observa en sus aplicaciones, realizadas en
los primeros 20 nm de la superficie y puede medir concentraciones elementales
mayores al 0.1% y determinaciéon semicuantitativa de la composicién quimica de la
superficie (con error < 8%). Ademads, da informacién acerca del entorno molecular:
estado de oxidacion, atomos enlazados, orbitales moleculares, etc.

La informacién sobre estructuras aromaticas o insaturadas se da a partir de las
transiciones n* — m, y la informacién de grupos orgéanicos, utilizando reacciones de
derivatizacién (estados de enlace similares), también perfiles de profundidad de 5 a
20 nm no-destructivos (variando el angulo de deteccion) y destructivos, de

profundidades de inclusive varias micras.

Su principio fisico es muy similar al efecto fotoeléctrico y de fotoemision: Cuando un

foton se encuentra con un atomo puede ocurrir: i) que pueda atravesarlo sin
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interaccién alguna, ii) que sea dispersado por un electrén de un orbital atémico con
lo que ocurre una pérdida de energia y, iii) que el fotén interaccione con el electrén
de un orbital atémico, con una transferencia total de la energia del fotén hacia el
electron, ocurriendo la emision del electrén del Atomo. El segundo proceso es conocido
como Compton scattering y puede ser importante en procesos de alta energia,

mientras que el tercer proceso resulta ser béasico para la técnica XPS.

La energia de enlace que se mide por XPS se asocia siempre a enlaces de tipo iénico
o covalente entre atomos. Por ejemplo, para los gases, la energia de enlace de un
electron es igual a su energia de ionizacion; en cambio, en los sélidos existe una
influencia por parte de la superficie, y una energia adicional es necesaria para remover
un electron de esta, la energia extra es denominada funciéon de trabajo. Cuando un
sOlido es irradiado por rayos X, también puede ocurrir la emision de electrones Auger.
Estos electrones se diferencian de los fotoelectrones, y se caracterizan porque su

energia es independiente de la energia de irradiacion.

Decir que la técnica XPS es sensible a la superficie se debe a que los electrones poseen
menos habilidad para atravesar sélidos que los rayos X. Asi, una radiacién X de 1
KeV puede penetrar mas de 1 um en un sélido, mientras que electrones de esta
energia sé6lo penetran unos 20 nm. Por tanto, los electrones que son emitidos por los
rayos X que han penetrado mas alla de las primeras capas de la superficie, no pueden

escapar de la muestra y alcanzar el detector.

La fuente de rayos X mas utilizadas son las que emplean anodos de Al (1486.6eV) o

Mg (1253.6eV). La radiacién X se monocromatiza antes de llegar a la muestra
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mediante el uso de un cristal de cuarzo o un filtro de aluminio. Esto permite
aprovechar el rango de energia en que la intensidad de la radiacion X es méaxima
(normalmente un ancho de 1 — 2 eV), evitar los picos satélites de fluorescencia de
rayos X, e impedir que electrones de alta energia provoquen radiaciéon de calor a la
muestra y la degraden. El area de muestra que puede ser irradiada por los rayos X
varia entre zonas circulares de unos pocos centimetros de didmetro hasta unas 100
micras. Esta focalizacion depende de la geometria de la fuente y del tipo de canén de
electrones utilizado para estimular la emision de rayos X. Actualmente, también se
puede reducir la zona de mediciéon con los lentes electronicos del medidor de

electrones.

2.9 Macroéfagos

Tradicionalmente, los macréfagos (en griego: Macro-"grande"; phage-"comer") se
consideran la primera linea de defensa contra los microorganismos infecciosos a través
de sus actividades fagociticas. No obstante, en las tltimas dos décadas, su papel en
la homeostasis, la reparaciéon de tejidos y la remodelaciéon se ha vuelto cada vez mas
evidente [1]. Junto con las células dendriticas, los mastocitos, los granulocitos
(neutrofilos, basofilos y eosindfilos), células NK y los macréfagos constituyen el
sistema, inmune innato, estas son responsables de reclutar otras células inmunes al
sitio de la infeccion, eliminando patogenos extrafios por fagocitosis y activando el
sistema inmune complementario y adaptativo [2]. Mientras que multiples tipos de
células estan involucrados en la sanacion de tejidos después de una lesion, los

macréofagos juegan un papel fundamental en la mediacion de la remodelacion de
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tejidos al secretar quimiocinas y citocinas que impactan directamente en la
reparacion de tejidos [3]. Por lo tanto, comprender el papel exacto de los macréfagos
en los procesos de sanacion de tejidos, especialmente en los eventos que siguen a la
implantacion de biomateriales, ayudara en el diseno de materiales "inmuno-

informados" que generen una respuesta inmune favorable tras la implantacion.

Implantacion del biomaterial Adsorcién de proteinas en el Infiltracion Ce|U|§r (plagquetas,
- : biomaterial . monoatos)
&% S
’P ~—\ ‘w %‘w %
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reparadoras del tejido
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Figura 6. Respuesta del Sistema inmune innato sequida de la implantacion bioldgica
inerte de un biomaterial [7]

Las células del sistema inmune innato son las primeras en responder a la implantacion
de un biomaterial en el tejido vascular (Figura 6). Después del contacto del
biomaterial con la sangre, una capa de proteina se adsorbe inmediatamente en la

superficie del biomaterial, lo que resulta en la formacién de un coagulo de sangre
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(matriz provisional) que es rico en factores de crecimiento, citocinas y quimio
atrayentes capaces de reclutar células del sistema inmune innato para el sitio de la
lesion [5]. Después del reclutamiento de las células reparadoras del tejido, se lleva a
cabo el proceso de inflamacién, donde la gravedad del proceso estarda determinada
por el grado de formacién de la matriz provisional y el tipo de biomaterial
implantado. Si no existe la provisién de sefiales que indican un proceso inflamatorio
(casos que involucran biomateriales biologicamente inertes), estos eventos resultan
en la formaciéon de tejido granuloso, que da paso a la formacion de tejido fibroso y

cicatrizacion de heridas.

Es bien conocido que las senales microambientales presentadas por los biomateriales
juegan un papel crucial en la modulacion de la respuesta de las células [7].
Propiedades fisicas como rigidez del sustrato, topografia, tamano de poro;
propiedades quimicas tales como quimica de superficie, presentacion de ligandos,
liberacion de factores de crecimiento; degradacion, influyen en el comportamiento de
las células [8,9]. Si bien se ha avanzado mucho en la comprension de estos efectos
tanto en las células sométicas [10] como en las células madre [10,11], el efecto de tales
sefiales biofisicas y bioquimicas en las células inmunes, especificamente los
macrofagos, es menos conocido. Este déficit en la comprensién de las respuestas de
los macrofagos se agrava por la compleja interaccion entre las propiedades inherentes
del biomaterial y aquellas que resultan de las interacciones con el medio ambiente

local como consecuencia de la interaccién con el biomaterial.
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Para cumplir con su gran cantidad de funciones, los macrofagos exhiben un espectro
de estados de polarizacion transitorios que estan influenciados por diferentes senales

microambientales, algunas de las cuales pueden estar basadas en el biomaterial.

2.9.1 Origen de los macrdfagos

Los macréfagos pueden residir en los tejidos o circular en la sangre periférica; en
consecuencia, se originan a partir de dos fuentes distintas. Hasta hace poco, se creia
que los macréfagos se derivaban tnicamente de monocitos circulantes, que surgen de
precursores en la médula dsea como subconjuntos primarios del sistema de fagocitos
mononucleares; a pesar de ello, algunos macrofagos pueden residir dentro de los
tejidos (cerebro, higado, corazén) y pueden generarse en el ttero durante el desarrollo
embriolégico [12] (Figura. 7). Por el contrario, los monocitos que se encuentran
circulando en la sangre periférica, duran en ese estado unos dias después de
abandonar el entorno de la médula dsea, y se diferencian en macréfagos (macréfagos
derivados de monocitos, MDM) mediante la extraccién a través del endotelio para la
renovacién del estado estacionario (la homeostasis del tejido) o para mediar eventos
inflamatorios en respuesta a quimioatrayentes Mientras diferentes subconjuntos de
los monocitos se han descrito, generalmente se acepta que el CD14™" CDI16 la
subpoblacién representa una proporcién significativa de monocitos circulantes en

humanos [12].
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pro monocito
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Osea
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. HSC - célula hematopoyética dendritica Monocito que madurd a
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Figura 7. Origen de macréfagos Lo monocitos se derivan principalmente de células
progenitoras comprometidas en la médula ésea (derivadas de HSC), que migran a la
sangre periférica. Los monocitos se extravasan a través de los vasos sanguineos
cuando se reclutan como parte de la homeostasis del tejido o eventos de lesiones,

donde posteriormente se diferencian en macréfagos derivados de monocitos [7]

2.9.2 Polarizacion de los macréfagos

Los macréfagos se activan después de la migracion al tejido inflamado, donde exhiben
un espectro de estados de polarizacion relacionados con su diversidad funcional. En
un extremo del espectro esta el estado proinflamatorio M1 y en el otro extremo el

estado antiinflamatorio M2 (Tabla 1).

El fenotipo "activado clasicamente” o M1 surge como resultado de la interaccion de
los macréfagos con senales proinflamatorias como el interferén-y (IFN- v) y
productos microbianos como el lipopolisacarido (LPS) [17]. Los macréfagos M1 son
capaces de alta presentacion de antigenos, asi como de promover la diferenciacion de

linfocitos Thl que producen citocinas proinflamatorias (como IFN-y e IL-2) en
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respuesta a los patogenos intracelulares. Estas células muestran un alto nivel de
retencion de hierro y una baja exportacion de este para restringir la disponibilidad
de hierro microambiental, debido a que este elemento es capaz de ayudar a la
expansion bacteriana, evitando asi el crecimiento de infecciones [18]. No obstante,
también danan las células vecinas en el microambiente al producir especies
intermediarias de oxigeno téxicos; por lo tanto, aumenta la respuesta proinflamatoria
[14]. En el contexto de la implantaciéon de biomateriales, mientras que la presencia
inicial de macréfagos M1 promueve una respuesta inflamatoria necesaria, una
presencia prolongada de M1 conduce a una severa FBR, granuloma y encapsulacion
fibrosa que resulta en eventos inflamatorios cronicos y falla de en la integracion del
biomaterial. Esto es especialmente perjudicial para los biomateriales regenerativos
donde el objetivo es reemplazar el tejido perdido y evitar la formacién de tejido
cicatricial. El fenotipo M2 de los macrofagos, al que se hace referencia como "activado
alternativamente', es el resultado de la activacién por senales (IL-4, IL-13) de
baséfilos, mastocitos y otros granulocitos [2] Los macréfagos M2 constantemente
expresan captadores y receptores de manosa (CD206), liberando citocinas
antiinflamatorias como la IL-10 [19], muestran un alto nivel de exportacién de hierro
que ayuda a la reparacion de tejidos [18] y abarcan una gama de diferentes
subconjuntos (es decir, M2a, M2b, M2c) incluyendo "curacién de heridas" y
"macréfagos reguladores' [20]. Dentro del subconjunto M2, el tipo M2a (inducido por
IL-4 e IL-13) y M2b (inducido por complejos inmunes) realizan funciones
inmunorreguladoras al iniciar respuestas antiinflamatorias de linfocitos Th2 (a través

de la secrecion de IL-10, IL-1ra e IL-6) [21,22].
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Tabla 1. Inductores e indicadores de la polarizacion de macrdfagos

Inductor  Secrecién de Funciones
citocinas y
quimiocinas
M1 IFN-vy IL-1B, 6, 12, 15, 18, 23;  Proinflamatorio, eliminacién de
LPS TNF-o; CCL-15, 20; patégenos intracelulares por
restriccién de hierro, fagocitosis.
CXCL-9, 10, 11, 13
M2a IL-4 IL-10, 1ra; Antiinflamatorio, inmunidad
parasitaria, respuestas alérgicas
IL-13 CCL-13, 14, 17, 18, 22,
23, 24, 26;
IGF-1; PDGF; TGF-B
M2b LPS, ICs, IL-10, 1B, 6; TNF-o; Inmuno-regulacién, puede expresar
proinflamatorio como
IL-1B CCL-1, 20;
antiinflamatorio
CXCL-1, 2,3
M2c¢ IL-10 CCL-16, 18; CXCL13; Eliminacion de desechos de matriz,
remocién de tejido y sanaciéon
TGF-B TGF-B
GCs

IFN- vy - interferén-gamma; LPS - lipopolisacarido; IL - interleucina; TGF-B - factor de crecimiento

transformante beta; IC - complejos inmunes; GC - glucocorticoides; TNF-o - factor de necrosis

tumoral alfa; CCL - ligando de quimiocina; CXCL - ligandos de quimiocina-o; IGF - factor de

crecimiento similar a la insulina; PDGF - factor de crecimiento derivado de plaquetas.
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Alternativamente, el subconjunto M2c es inducido por IL-10 y juega un papel
importante en la reparaciéon de tejidos y la supresion de reacciones inmunes
inflamatorias mediante la secrecién del factor de crecimiento transformante-g (TGF-
R) e IL-10 [1,23]. La presencia de tales citocinas antiinflamatorias y la respuesta para
la reparacion del tejido pueden ayudar en la vascularizacion de los biomateriales
regenerativos al inhibir la formacién de tejido fibroso, lo que mejora en gran medida
la integracién del biomaterial y le permite cumplir su funcién prevista. A diferencia
de las células diferenciadas terminalmente, los macrofagos cambian los estados de
polarizacion en respuesta a su microambiente. Esto se enfatiza por la expresion de
genes contrastantes durante las etapas tempranas y tardias de la FBR [24], asi como
su capacidad de adaptar la funcionalidad en respuesta a la presentacion temporal de
estimulos [25]. La naturaleza transitoria de los macréfagos también esté relacionada
con sus mecanismos de senializacién; por ejemplo, la induccién de la produccion de
TNF-a e IL-12 por citocinas proinflamatorias (polarizaciéon M1), la produccién de
LPS, puede decaer significativamente en presencia de IL-4; una citocina polarizadora
a M2 producida por macréfagos, baséfilos y mastocitos M2 cercanos [26]. Esto sugiere
que la presencia de macréfagos en diferentes estados de polarizaciéon en el mismo
microambiente puede aprovecharse para inducir mecanismos constructivos de

remodelacion que minimicen la reaccién inflamatoria.

Las células reciben una amplia gama de sehales de su entorno a través de senales
bioquimicas, como interacciones con otras células [27] e interacciones con
componentes de la matriz extracelular [28], asi como senales biofisicas como de

fuerzas aplicadas externamente [29] y propiedades inherentes del material [11,30-31].
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El efecto integral de estas seniales en el estado actual de la célula dirige su
comportamiento a futuro. Aunque se ha sugerido que una alta relacion M2:M1 en la
vecindad de los biomateriales implantados conduce a mejores resultados en la
reparacion de tejidos [32], la presencia prolongada de macréfagos M2 puede conducir
a la formacién de células gigantes perjudiciales de cuerpos extranos (FBGC) [5]. Por
lo tanto, comprender el control de esta relaciéon M2:M1 a través de la modulacién de
las senales microambientales del biomaterial serd un paso clave en el diseno de
biomateriales inmunoinformados de préxima generacién para mejorar la

remodelacion, integracién y regeneracion de tejidos positivos.

2.9.2.1 Clitocinas producidas por macrofagos como factor clave en la
inflamacion cronica

La inflamacién cronica generalmente se define como un proceso inflamatorio
persistente, y es el resultado de la incapacidad para resolver un proceso inflamatorio
agudo o el resultado de una respuesta inadecuada a un agente nocivo. Los principales
componentes celulares en un sitio inflamatorio crénico son los macroéfagos y linfocitos
derivados de monocitos. La inflamacion en estos sitios se mantiene como resultado
de un equilibrio inadecuado de secrecion de citocinas antiinflamatorias y

proinflamatorias.

Las citocinas se pueden agrupar ampliamente segtn su funcién como pro-(TNF-a,
IL-1b, I1-6, etc.) y antiinflamatorias (IL-1Ra, IL-10 y TGF-B). Los macréfagos,

dependiendo de sus inductores de activacion, pueden secretar ambos tipos de
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citocinas. Ademas, los macréfagos segregan una gran variedad de quimiocinas para
atraer otras células inmunes al sitio de inflamacién (CXCL1, CXCL2, CCL5, IL-8,
CXCL9, CXCL10, CXCL11) [17] o para promover la fibrosis (CCL2, CCL3, CCL4,

CCL11, CCL20, CCL22) [18]

Un papel central en el desarrollo de un sitio inflamatorio se atribuye a TNF-a, IL-
1B e IL-6. Estas citocinas generalmente se secretan en la fase aguda de la inflamacién
y juegan un papel en la respuesta a los patogenos, el reclutamiento de neutroéfilos y
la diferenciacién y activacion de las células B y T [17] Por otra parte, numerosos
estudios también muestran su participaciéon en la inflamacién cronica, como en
enfermedades inflamatorias en el intestino, artritis reumatoide, psoriasis, dermatitis
atopica, enfermedad pulmonar crénica obstructiva, Alzheimer, lupus eritematoso
sistémico y cancer [21-23]. Por el contrario, se demostrd que CCL18, més fuertemente

regulado por IL-4, esta involucrado en la inflamacion crénica, asi como en la fibrosis

[16,24].

Una serie de otras citocinas secretadas por macrofagos también han sido asociadas
con inflamacién crénica. Por ejemplo, 11L-1c, T1-8, I1.-18 e I[.-32 se han relacionado
con artritis reumatoide y dermatitis atopica; IL-3, 1L-7 e IL-10 a enfermedades

alérgicas y cancer; IL-7, IL-8, IL-18, 11.-19, 11.-20 e IL.-24 para psoriasis [19,21].

La fibrosis es una consecuencia comin de la inflamacién crénica, que se desarrolla
como resultado de la cicatrizacion fallida de la herida. Varios estudios sugieren que
los macroéfagos M2 juegan un papel clave en la reparacién de heridas [25,26]. Secretan

TGF-p1, PDGF, MMP, CCL7 y CCLS8 para estimular la proliferacion, la migracion
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y la activacion, por lo que aumenta la sintesis de colageno en miofibroblastos, lo que

promueve la fibrosis [27].

Dependiendo del estimulo, los macréfagos pueden adoptar un fenotipo distinto con
un perfil de secrecion de citocinas diferente. A pesar de numerosas observaciones que
implantaron biomateriales reclutan macréfagos proinflamatorios, en algunos casos, el
fenotipo de macrofagos asociados a implantes no se puede caracterizar estrictamente
como M1 o M2, pero combina caracteristicas M1 y M2, lo que indica que se necesita
un amplio panel de marcadores para definir el fenotipo de macrofago especifico del
implante. Ademaés, en biomateriales porosos, la polarizaciéon de los macrofagos
depende de su distribuciéon espacial. Por ejemplo, en un estudio in vivo con ratones,
los macréfagos ubicados en los  poros de hidrogeles basados en
poli(hidroxietilmetacrilato) revelaron un fenotipo similar a M1, mientras que se

encontraron macréfagos similares a M2 en la superficie del implante [57].

La polarizaciéon de los macrofagos durante las reacciones inducidas por el implante
implica el reconocimiento de materiales extranos por los receptores de superficie. Sin
embargo, los receptores especificos de macrofagos y la senalizacion intracelular al
reconocer los biomateriales estd poco caracterizada. Las proteinas adsorbidas en la
superficie de los biomateriales (fibrin6geno, albtimina, fibronectina, vitronectina,
componente del complemento C3b, etc.) juegan un papel importante en el

reconocimiento del implante y el inicio de la FBR [48].
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Justificacion

Algunos tipos de células son de especial importancia para campos como biotecnologia
e ingenieria de tejidos. Existe un gran interés en modificar algunos tipos de superficies
en las que las células se puedan adherir y asi estudiar alguna caracteristica relevante.
Se ha encontrado que las superficies con altas concentraciones de nitrégeno,
especialmente aminas primarias (-NH:), son importantes para obtener mayor adhesién
en el crecimiento de células; sin embargo, no se conoce su influencia sobre células del

sistema inmune.

La modificacién de superficies se ha llevado a cabo tradicionalmente por plasmas y
fotoquimica. No obstante, se ha visto que el uso de estas técnicas presenta el problema
inherente de la formacion de oligbmeros, los cuales son compuestos parcialmente
solubles en agua. Aunado a ello, se forma una gran cantidad de radicales libres, los
cuales intervienen en la incorporacién de oxigeno (envejecimiento) al ponerse en
contacto con aire. Dadas estas circunstancias, resulta mas conveniente hacer la sintesis
del injerto del monémero cloruro de acriloilo en una matriz de polipropileno (PP) por
medio de la radiacién gamma. Este mondémero puede reaccionar con diferentes
diaminas, como la hidracina o etilendiamina para obtener grupos amino libres que son

los responsables de la adherencia celular.
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Objetivo General

Modificar matrices poliméricas de polipropileno superficialmente que contengan grupos
amino libres (primarios) y secundarios mediante la radiacién gamma, para facilitar la
adhesion en el cultivo de células y estudiar su influencia en la polarizacion de

macréfagos humanos.

Objetivos particulares

e Injertar cloruro de acriloilo (AC) en peliculas de polipropileno mediante la

radiacién gamma por el método directo.

e Determinar el porcentaje de injerto de AC en las peliculas de PP mediante una

reaccion de alcoholisis (esterificacién) con metanol (MeOH).

e Realizar la reaccion de amindlisis entre el cloruro de acriloilo injertado con una

diamina alifatica como la etilendiamina (ED).

e Cuantificar los grupos amino primarios en la superficie del polipropileno por
medio de derivatizacién quimica con 4-trifluoro-metilbenzaldehido (TFBA) y

posteriormente realizar su caracterizacién por espectroscopia fotoelectrénica de

rayos X (XPS).

e (aracterizar las peliculas modificadas mediante las técnicas de espectroscopia
de infrarrojo (FTIR-ATR), microscopia de fuerza atémica (AFM), angulo de

contacto y microscopia electrénica de superficie (SEM).

e Realizar estudios de estabilidad de las aminas injertadas en la superficie de las

peliculas de PP ante las condiciones ambientales, respecto al tiempo.
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e Realizar pruebas de viabilidad y adhesién celular con fibroblastos Balb/3T3,

sobre las peliculas modificadas

e [Estudiar la influencia de las aminas primarias en la superficie del polipropileno

en la polarizacion de macréfagos humanos.
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Capitulo 4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Modificacién de peliculas de polipropileno

4.1.1 Materiales

Peliculas de polipropileno (Goodfellow) de 0.1 mm de espesor fueron cortados en
piezas de 1 x b cm. Estas fueron lavados en dos ciclos con metanol (grado analitico)
por 2 h para la eliminaciéon de grasa o alguna otra impureza adherida durante el
almacenamiento. Finalmente, se secaron a presion reducida a una temperatura de 40
°C durante 4 h. El cloruro de acriloilo (AC, 97%) suministrado por Sigma Aldrich
Co., fue destilado a presién reducida. Metanol anhidro (99.8%), Trifluoro metil
benzaldehido (TFBA), etilendiamina (ED, 96%) y trietilamina se adquirieron de
Sigma-Aldrich, EE. UU., y se usaron como se recibieron. Tetrahidrofurano (THF) y
N,N-dimetilformamida (DMF) (JT Baker, México) se destilaron antes de su uso, el

diclorometano (CH,Cl) se destild y almacend en un recipiente que contenia CaCl..

Los reactivos; azul de naftol, dcido acético glacial, etanol (EtOH), hidroxido de sodio
(NaOH) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) fueron de grado analitico. El
fibringeno humano tipo I de plasma humano 50-70% de proteina (280% de proteina
coagulable) y la albimina del suero bovino fueron de Sigma Aldrich, Co. (EE. UU.).
Los filtros de membrana de nitrocelulosa con tamano de poro de 160 pm de espesor
fueron adquiridos de Merck Millipore. Para los experimentos relacionados con la
sintesis del material se us6 agua destilada, mientras que para los estudios biologicos

se us6 agua milli-() con una resistividad minima de 18.2 M{2 - cm, obtenida de la
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maquina Millipore Ibérica, Espana. La soluciéon amortiguadora de fosfatos pH=7.4

fue preparada con soluciones 0.2 M de NaOH y 0.2 M de KH.PO..

4.1.2 Injerto de AC sobre PP usando método de irradiacion directa

Dos peliculas de PP previamente pesadas, fueron introducidas en ampolletas de
vidrio separadas; una solucién de AC (30 o 50% v/v en tolueno) fue agregada a cada
ampolleta hasta cubrir completamente la pelicula (6 mL). Posteriormente, se realizd
la desgasificacion de las muestras con ciclos de congelamiento/descongelamiento con
nitrogeno liquido, enseguida se sellaron e irradiaron en un intervalo de dosis de 1 a
10 kGy a temperatura ambiente, usando una fuente de cobalto-60 (“Co,
Gammabeam 651 PT, MDS Nordion, Canadd). Después de ser irradiadas, las
peliculas injertadas se lavaron con diclorometano seco durante 24 h (cambiando el
disolvente cada 12 h) para remover el homopolimero formado durante la irradiacién.

La reaccién que se llevd a cabo se observa en la Figura 8.

Finalmente, una de las peliculas se hizo reaccionar con metanol (pelicula de
referencia), para determinar el porcentaje de injerto, mientras que la otra se hizo

reaccionar con etilendiamina.
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Figura 8. Reaccion de injerto de cloruro de acriloilo en polipropileno mediante

radiacion gamma.

4.1.3 Reaccion de Alcohdlisis (esterificacion)

Para determinar el porcentaje de injerto del cloruro de acriloilo en las peliculas de
polipropileno, se realizé una esterificacién con metanol. Este cilculo no puede hacerse
comparando directamente los pesos de PP-¢g-AC y la matriz polimérica, debido a que
el compuesto AC es inestable ante la humedad del medio, llevandose a cabo una
hidrolisis para formar acidos carboxilicos. La pelicula de referencia se colocé en un
frasco de vidrio que previamente contenia 4 mL de trietilamina e inmediatamente se
puso en agitacion durante 15 min. Pasado este tiempo, se agregaron 10 mL de

metanol anhidro, y se dejo que reaccionara durante 12 h con agitacion constante.
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El porcentaje de injerto se calculd por la Ecuacion 4. El peso del grupo metoxi
(CH50) (31 g/mol) es cercano al del grupo cloruro (Cl') (35.5 g/mol) por lo que es
posible obtener un calculo aproximado del porcentaje de injerto.

Wy—Wo

G(%) =

%100 (4)

0

Donde Wy y W, es el peso de la pelicula antes y después de ser injertada,

respectivamente. La reaccion de esterificacion se muestra en la Figura 9.

( \
CH; [H C|3H3]
(H;z (I; c'—cC
[ I l I,
H,C-C H2C-C
O=é trictilamina O=CI:
m
él " OCH,
. J

Figura 9. Reaccion de esterificacion entre PP-g-AC y MeOH.

4.1.4 Reaccion de amindlisis

Para llevar a cabo la reacciéon de amindlisis, se preparé una de solucién de
etilendiamina 2 M en diferentes disolventes, tales como diclorometano (DCM), DMF
y THF'. La reacciéon se llevd a cabo en un matraz de dos bocas en argon, que contenia
trietilamina para evitar la reversibilidad de la reaccion, la cual se mantuvo bajo

agitacion constante durante 0.5, 1, 2, 6, 18 y 24 h a temperatura ambiente. La
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pelicula aminada se lavé con agua destilada y luego se secé en una estufa de vacio a
50 °C durante 6 h. La pelicula fue nombrada PP-g-AC (ED), la reaccién de aminacién

se puede ver en la Figura 10.

i
Cop~ S NH,
o) Ry S
\ Hy
| "
G + _~CHy NH,
AN HoN e o +
Ry Cl Ho 1 eq. trietilamina o
1
[l CH —~C.
_g- : P 2 HN
PP-g-AC Etilenediamina R/C\N/ \C/ R,
! I
H Ha

Figura 10. Reaccion de amindlisis del AC con ED.

4.2 CARACTERIZACION

4.2.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR)

Los espectros infrarrojos se obtuvieron usando un espectofotémetro Perkin-Elmer
Spectrum 100 (Perkin-Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT (EE. UU.) equipado
con un accesorio universal ATR (DiCompTM cristal), con punta de diamante. Se

realizé una correcciéon de linea base a todos los espectros obtenidos

4.2.2 Angulo de contacto

Las mediciones del angulo de contacto se realizaron por triplicado, a temperatura
ambiente (23 °C), utilizando un aparato KRUSS DSA 100 (Matthews NC, EE. UU.).

Se depositaron pequenas gotas de agua sobre la superficie del material pristino (PP)
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y de las peliculas funcionalizadas (PP-¢g-AC (ED)). El angulo de contacto se midi6

inmediatamente después de depositar la gota de agua.

4.2.83 Medicion de rugosidad por medio de microscopia de fuerza
atomica (AFM)
La rugosidad de la superficie se midi6 mediante AFM. Se realiz6 en un equipo modelo
Nanosurf Naio AFM. Se midi6, en una escala de 10 um, en dos regiones diferentes

por muestra, en modo de contacto. La punta utilizada fue una punta ContAl-G de

Budget Sensors.

4.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La superficie y la morfologia transversal de las peliculas se observaron en un Tescan
Mira 3 LMU a diferentes escalas. Las muestras secas se revistieron con oro (Au) a
vacio durante 10 s, usando un recubrimiento por pulverizacion catodica del modulo

SPI.

4.2.5 Derivatizacion quimica con TFBA

Para conocer la cantidad de aminas primarias en la superficie y determinar si hay
envejecimiento (oxidacion) con el tiempo, se realizé una derivatizacién quimica. Un
método que se usa normalmente para la derivatizacion quimica es una reaccion
selectiva de una amina primaria con trifluorometil benzaldehido (TFBA). El esquema

de reaccion se observa en la Figura 5 [60,71,73].

48

——
| —



Capitulo 4 Desarrollo experimental

El porcentaje de aminas primarias se dedujo del grupo CFs en la molécula formada
en la superficie, mediante el uso de la técnica XPS y por medio de las ecuaciones 1,2
y 3. La reaccion se realizé en fase gaseosa a 40 °C durante 4 h; para ello, se colgaron
peliculas funcionalizadas dentro de un frasco sobre una cama de perlas de vidrio de
1 cm de espesor, inmediatamente se anadieron 0.5 mL de TFBA a las perlas de vidrio,

evitando el contacto directo con la muestra, se cerr6 el matraz y se dejé reaccionar.

4.2.5.1 Espectroscopia de fotolectrones por rayos X (XPS)

Para el analisis de XPS, se utiliz6 un sistema de ultra alto vacio (UHV) de Physical
Electronics, Scanning XPS microprobe PHI 5000 VersaProbe II, con un detector
MCD de 16 canal de electrones. Se utiliz6é una fuente de rayos X monocromatica de
Al Ko (hv= 1486.6eV) con 100 pm de didmetro. El espectro XPS se obtuvo a 45°
respecto de la normal a la superficie con un paso de energia constante (CAE) Ey=
117.40 eV para el espectro de barrido completo v Eqg= 11.75 eV para espectros de

alta resolucién. Las muestras no fueron erosionadas.

La presion se mantuvo, durante la medicién en 7 x10® Pa. La posicién en energia se
calibr6 con el orbital de Ag 3ds; en la posicién de 368.20 eV con una resolucién

(FWHM) de 0.56 eV, Au 4f7)2 en 84.00 eV y C 1s en 285.00 eV.

La composicion elemental y los analisis de deconvolucién se hicieron con el software
PHI Multipak v. 9.6 (PHI Multipak v. 9 code, ULVAC-PHI, INc. 2012). Se usaron
factores relativos de intensidad (RSF), para C 1s (0.314), O 1s (0.733), N 1s (0.499)

y F 1s (1.000) y se corrigié la funcién de transmision.
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4.2.6 Analisis elemental

Se realizé el andlisis elemental (EA) para determinar su porcentaje de carbono,

hidrégeno y nitrégeno de toda la muestra.

4.2.7 Propiedades mecanicas

Se cortaron peliculas pristinas y funcionalizadas con aminas en piezas de 3 x 1 cm y
se colocaron en un analizador de textura TA-TX Plus controlado por computadora
(Stable Micro Systems Ltd., Surrey, Reino Unido) equipado con una celda de carga
de 30 kg. Las peliculas se fijaron en dos mordazas con un espacio de 10 mm entre
ellas. Luego, se registrd la curva de tension-deformacién (alargamiento) de la pelicula
mientras se sometia a tensién uniaxial a una velocidad de 0.1 mm/s hasta una

deformacion o falla de 200 mm.

4.3 Adsorcién de proteinas

La adsorcion de seroalbimina bovina (BSA) y fibrinégeno (FB) fue llevada a cabo
mediante la aplicacion del “ensayo amido-black” [74]. Las peliculas pristinas y
funcionalizadas se cortaron en discos de 6 mm de diametro y se lavaron durante 3
dias en agua Milli-Q,(cambiando continuamente el medio) y por otro tiempo similar
con una solucién amortiguadora de fosfatos (pH= 7.4). Los discos de 6 mm de
diametro se transfirieron inmediatamente a tubos eppendort de 1.5 mL que contenian
una solucién acuosa (600 ul) de FB (3 mg/mlL) o BSA (30 mg/mL). Los discos de
nitrocelulosa se usaron como control positivo. Todas las muestras se mantuvieron en

reposo durante la incubacion durante 1 h a 37 °C. Después de la incubacion, se
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eliminé la solucién de proteina y cada muestra fue lavada, en dos ciclos con 1 mL de
agua desionizada. Se prepard una solucién tincion con 45 mL de metanol, 45 mL de
agua, 10 mL de acido acético glacial y 100 mg de azul naftol. Se afiadi6 una alicuota
(600 pL) de solucién de tincién a cada tubo. Después de 3 min de tincién, la solucién
se aspiré y las peliculas se lavaron dos veces con 600 uL de “solucion de lavado”
(90% de metanol, 8% de agua y 2% de acido acético glacial) seguido de dos lavados
con 1 mL de agua destilada. Finalmente, se anadieron 600 ul. de una solucién de
eluyente (50% etanol/agua con 50 mM NaOH y 0.1 mM de EDTA), se agitaron (300
rpm, 37 °C durante 30 min) y se centrifugaron (3000 rpm, 3 min, 25 °C) para remover
el colorante enlazado a la superficie. La solucién obtenida se transfirié a una placa
de 96 pocillos para determinar la concentracion de la proteina por medio de absorcion
fotométrica a 595 nm en un lector de placa (lector de microplacas multideteccién
FLUOstar OPTIMA de BMG Labtech, Offenbur, Alemania). Los ensayos se llevaron
a cabo por lo menos en cuadruplicado a cada material analizado y se hicieron

correcciones por area de adsorcion.

4.4 Ensayos de adhesion celular

4.4.1 Preparacion de las peliculas

Las peliculas pristinas y amino funcionalizadas se cortaron como discos de 6 mm y
se fijaron en el fondo de una placa de cultivo de poliestireno (PS) de 96 pocillos con
un pegamento comercial a base de acrilatos. Para la esterilizacion de las peliculas se

anadié una solucién de etanol al 70% (150 uL.) a cada pocillo. La esterilizacién por
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medio de radiacion UV fue descartada, debido a que los polimeros de PP y PS sufren
degradacién por exposicion a UV [75]. Después de 15 min de contacto, se eliminé el
etanol y las peliculas se dejaron secar en la campana de flujo laminar hasta su
evaporacion. Inmediatamente se realizaron dos ciclos de lavado de 100 pnL de solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) 4+ 1% de penicilina/estreptomicina/anfotericina
(PSA). Para los ensayos bioldgicos se probaron peliculas de PP pristino y 3
porcentajes diferentes de aminas en superficie respecto al nitrégeno total (12, 17 y

49%). Todos los experimentos se realizaron, al menos, por cuadruplicado

4.4.2 Cultivo celular con fibroblastos Balb/3T3
Las células de fibroblastos Balb/3T3 (ATCC ™ CCL-163) se mantuvieron en medio

Eagle modificado de Dulbecco, alta glucosa (DMEM) (Sigma-Aldrich) suplementado
con suero fetal bovino (FBS) al 10% y penicilina/estreptomicina al 1%, en una
incubadora con humedad controlada a 37 °C y 5% de CO.. El medio se cambié cada,

dos dias y las células se dividieron cuando se alcanzé el 70% de confluencia.

4.4.3 Viabilidad celular al sustrato

La viabilidad celular fue evaluada mediante un ensayo colorimétrico de cuantificacion
espectrofotométrica con el reactivo WST (sales de tetrazolio/formazén) el cual
permite analizar de una forma directa la viabilidad celular. Se basa en la degradacién
de las sales de tetrazolium WST-1 [2-(4-Yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-

disulfofenill)-2H-tetrazolio] a sales de formazan (Figura 11), mediante la acciéon de
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las deshidrogenasas mitocondriales, que se producen de forma natural cuando las

células son viables.

NO,
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(ligeramente rojo)
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SOzNa
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Figura 11. Reaccion de oxidacion de tetrazolio a sales de formazan por mediante

la accion de deshidrogenasas mitocondriales.

Para el experimento células Balb/3T3 (2.5x10* células/pocillo) se sembraron en
placas de 96 pocillos que contenian las peliculas esterilizadas y luego se incubaron a
37 °C y 5% de CO.. Después de 2, 6 y 24 h de siembra, se recogieron medios para
asegurar la eliminaciéon de las células no adheridas. Inmediatamente 100 nL de
DMEM sin rojo fenol (Sigma-Aldrich) y 10 pL. de reactivo de WST-1 de Roche™ se
anadieron a cada pocillo y se incubaron durante 2 h a 37 °C y 5% de CO,. Después
de la incubacion, los sobrenadantes se transfirieron a otra placa de 96 pocillos para

medir la absorbancia en un lector de placas (Bio-Rad 680 Microplate Reader, EU.
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a 450 nm. Todos los experimentos se llevaron a cabo por cuadruplicado. Los
resultados se expresaron como la media de adhesion celular + error estandar de la

media (SEM).

4.4.4 Cultivo y diferenciacion de monocitos THP-1
Monocitos THP-1 (ATCC® TIB-201™) se cultivaron en un matraz para cultivo

celular de 20 mL con medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco™) suplementado con suero
fetal bovino al 10%, estreptomicina/penicilina al 1% y 0.05 mM de 2-mercaptoetanol.
Los monocitos se diferenciaron en macréfagos a una densidad de 2x10° células/mL
anadiendo 200 ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) durante 72 h a 37 °C

y 5% de CO, [76].

4.4.5 Cultivo de macrofagos

Los macréfagos MO se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos que contenian
discos de peliculas pristinas y amino funcionalizadas previamente fijadas y
esterilizadas (como se explica en la seccién de preparacion de peliculas). El ensayo se
realiz6 durante los mismos periodos de tiempo (2, 6 y 24 h) que el ensayo de
viabilidad celular con fibroblastos. El sobrenadante se recogi6 en todos los puntos de
tiempo y se almacend para analizar la producciéon de citocinas. La adhesion celular
se cuantifico usando el reactivo WST-1 como se describié previamente para la

evaluacion de la unién de fibroblastos.
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4.4.5.1 Produccion de citocinas

La secrecion de interferon gamma (IFN-v), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o),
interlucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 (IL-12), interleucina-
1beta (IL-1B) y la metaloproteinasa-8 (MMP-8) se cuantificaron en los sobrenadantes
de cultivo celular por medio de kits de inmunoensayo a base de perlas magnéticas
(R&D systems, Minneapolis USA), usando un analizador de sistema MILLIPLEX®
MAGPIX® (Luminex , Austin, TX, EE. UU.). La expresion de citocinas de
macrofagos se midié para macrdfagos cultivados en peliculas pristinas y
funcionalizadas con grupos amino, asi como para macréfagos de fenotipo M1
activados por lipopolisacarido (C + LPS) y para macréfagos no activados cultivados
en medio sin tratamiento (C-). Todas las mediciones se realizaron de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Brevemente se describe el método, se anadieron 50 pL de
sobrenadante o estandar al pocillo de una placa de 96 pocillos, seguido de la adicion
de 50 pL del coctel de microparticulas. Luego, la placa se incub6 2 h a temperatura
ambiente en un agitador a 800 rpm. El liquido se retir6 de cada pocillo y luego los
pocillos se lavaron tres veces con 100 pl. de solucion amortiguadora de lavado
mientras se fijaban las perlas al fondo del pozo usando un iméan. Posteriormente, se
anadieron 50 nL de coctel de anticuerpos a cada pocillo y se incubaron durante 1 h
a temperatura ambiente en un agitador a 800 rpm. Después de la incubacion, la placa
se lavo nuevamente siguiendo el protocolo de lavado descrito anteriormente. Mas
tarde, se anadieron 50 pL de estreptavidina-PE a cada pocillo y se incubaron por 30
min a temperatura ambiente en un agitador a 800 rpm. Finalmente, la placa se lavo
como se describié anteriormente y se anadieron 100 pl. de tampén de lavado a cada

pocillo seguido de la resuspension de las perlas magnéticas durante 2 min a 800 rpm.
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La intensidad de fluorescencia se midi6 usando un analizador de sistema MAGPIX®
(Luminex, Austin, TX, EE. UU.). La cuantificacién de proteinas se realizé utilizando
las curvas estandar para cada analito seleccionado. Los resultados se normalizaron
por la cantidad de ADN y se expresaron como la concentracién media por pg de

ADN + SEM.

4.4.6  Cuantificacion de ADN

El ADN total de las células adheridas (fibroblastos o macréfagos) a las superficies de
la pelicula se cuantificd después de retirar el medio de cultivo celular y cada pocillo
se lavé dos veces con PBS. Los lisados celulares se obtuvieron mediante la adicion
de 50 L de tampén de lisis (SDS al 1%, EDTA 1 mM y tris-HCl 10 mM) a cada
pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min. El contenido de ADN
en los lisados celulares se cuantificé después de la dilucion adecuada, usando el ensayo

de ADN PicoGreen (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4.7 Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + error estandar de la media (SEM, por sus
siglas en inglés: estdndar error of the mean) La evaluacion estadistica se realizo
mediante ANOVA de una via con la prueba de Bonferroni. Los valores de p<0.05 se

definieron como estadisticamente significativos.
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Capitulo 5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Injerto de AC sobre PP

Las peliculas de polipropileno (PP) fueron modificadas quimicamente mediante
radiacién gamma injertando cloruro de acriloilo (AC), y posteriormente una reaccién

quimica de conversion de grupos cloro en grupos funcionales amino.

El AC se injert6 en PP utilizando el método directo porque por medio de este método
se produce mayor rendimiento de injerto [30,32]. Ademads, estudios previos han
demostrado que el injerto que se lleva a cabo por medio del método de pre-irradiacion
oxidativa, donde se crean enlaces perdxidos e hidroperdxidos que son inestables ante
el aumento de la temperatura, guian a la formacién de radicales C-O. La literatura
muestra que los radicales peroxidos son mas estables que los hidroperdxidos, los
primeros pueden persistir durante largos periodos a temperatura ambiente [47];
ademas, estos radicales son los sitios reactivos donde ocurre la incorporacion de
oxigeno. El radial C* da lugar al proceso de autooxidacion cuando los materiales se
exponen al aire [17,47,52] o al agua [47], formando diferentes especies oxidadas,
ocurriendo el mismo fenémeno de envejecimiento que sucede por la técnica de
polimerizacién por plasma [47,77]. Por ejemplo: en una cadena polimérica (sin tomar

en cuenta las aminas), ocurriria de la siguiente manera:
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C + 0, » C 0] O
C—0—0O + R—H » C——O0—OH, + R
C—oO0—0 + C—0—0 » C—0—O0—C + O,
cetonas
C—0O—OH oC (@) @] C » aldehidos
alcoholes
esteres

Pero si una cadena polimérica contiene aminas, las reacciones de autooxidacion

ocurririan como se muestra en las siguientes reacciones.

NH, NH2 NH; NH, NH, NH3 Iminas
l hv (|: 0, (l: - l (l: o-on * (l) A¥gidas'1 '
CH —>» —_— —0—O0 CH —>» O~ —— Hidroxilaminas
/7 N\ R/ \R / \ / \ / \ R/ \R oximas
R; R, 1 2 Ri R Ry Ry Ry Ro 1 2

El porcentaje de injerto de AC sobre PP se midié gravimétricamente (ecuacién 1)
mediante un método indirecto por la esterificacion con metanol debido a la alta
reactividad y la facil descomposicién del grupo cloruro de acilo [22]. La Figura 12(a)
muestra el porcentaje de injerto de AC al 30% v/v; en donde se observa un aumento
del injerto en funcién de la dosis. Las dosis de hasta 6 kGy conducen a la formacién
de una gran cantidad de homopolimero, por lo tanto, la viscosidad de la solucion
aumenta, disminuyendo la difusion del monémero y la movilidad de los macro

radicales el sistema, por lo que disminuy6 la cantidad de AC injertado.
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Figura 12. Injerto de AC sobre PP (a) [AC]: 30% v/v (b) [AC]:50% v/v en tolueno.
Intensidad de dosis: 4 kGy/h

Mientras que la Figura 12(b) representa el porcentaje de injerto del AC a una
concentracién del 50% v/v. El porcentaje de injerto es mayor a la misma dosis,
comparado con la Figura 12(a), esto es porque existe una mayor disponibilidad de las
moléculas para reaccionar con los macroradicales y formar nuevos enlaces, ademas de

mayor formacion de homopolimero.

La irradiacién de peliculas de polipropileno en medio acuoso de AC genera,
simultaneamente radicales del mondmero, y radicales del polimero en el sustrato

solido. El injerto puede ser el resultado de reacciones de propagacion de radicales del
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PP por adicién de un monémero, y en menor medida, reacciones de combinacién de

radicales del polimero y el monémero.

5.2 Reaccion de aminoélsis

Se sabe que en la reaccion entre la ED y el AC podria ocurrir una reaccién de
entrecruzamiento entre grupos funcionales debido a que los dos grupos amino de la
ED pueden reaccionar con los cloruros de acido de las cadenas del polimero injertado,
dando como productos con aminas libres y amidas (Figura. 10). Para llevar a cabo
esta reaccion, es necesario controlar algunos parametros, tales como el porcentaje de
injerto de AC y el tiempo de reaccién. Para determinar el porcentaje de injerto
adecuado, se eligieron peliculas que tenian entre un 6 y un 24% de injerto, debido a
que se ha demostrado que porcentajes de aminas entre 4% y 35% son adecuados para
adhesion celular.[35,53] Se probé el tiempo de reaccién y se encontrd que 30 min fue
suficiente para que reaccionaran los grupos amino y el grupo cloruro; para tiempos
mas largos, el rendimiento de la reaccion fue el mismo. Otro factor de estudio fue la
eleccion de disolvente: DCM, DMF y THF fueron usados. A pesar de la polaridad
muy cercana entre el THF y el DCM, los mejores resultados se obtuvieron usando
THF, debido a que es un disolvente polar aprético. Las peliculas en las que se usé
DCM mostraron rendimientos desfavorables cercanos a 1%, independientemente de la
cantidad de injerto de monémero. Por otro lado, es bien sabido que la DMF es un
buen disolvente para las reacciones de sustitucion (Sx2); sin embargo, es dificil de
eliminar de las muestras. En consecuencia, la DMF y el DCM no se usaron para llevar
a cabo la reaccion. La cantidad de aminas primaria demostré tener un cambio

relacionado con la hidrofilicidad de las peliculas. Las peliculas con un porcentaje de
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injerto més alto no experimentaron modificacién de su hidrofobicidad (ver seccién

5.3.3 “a4ngulo de contacto”).

5.3 Caracterizacion

5.3.1 FTIR-ATR
Los espectros de FTIR-ATR (Figura 13) confirmaron el injerto de AC, ademas de la

reaccion de esterificacién con metanol sobre el PP que se llevé a cabo para la medicion
del injerto. La pelicula de polipropileno (Figura 13-1) mostr6 dos bandas a 2922 y
2954 cm™, correspondientes al estiramiento asimétrico y simétrico del metilo (CHs) y
metileno (CH,), respectivamente. Dos bandas en 1376 y 1461 cm™ pertenecen a la
flexién asimétrica de CH, y CHjs, respectivamente. El sistema PP-g-AM mostr6 una

nueva banda a 1738 cm™, que se atribuye a la vibracién del estiramiento del carbonilo

(C=0) del éster (Figura 13-2).

Transmittance (a.u.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm'1 )

Figura 13. FTIR de los diferentes sistemas: 1)Peliculas de PP; 2)PP-g-MA; 3)PP-

g-AC(ED)
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El sistema modificado con etilendiamina (Figura 13-3), este mostré una sola banda,
asociada con el grupo amina a 3395 cm; debido a que solo se observa una sola banda,
indica que se asocia a aminas secundarias (y no dobles, que corresponde a aminas
primarias); adicionalmente, dos bandas a 1646 y 1559 cm™ que corresponden al
estiramiento del carbonilo de amida -NC=0 y a la flexion del nitrégeno hidrégeno del

grupo amida (N-H), respectivamente.

5.8.2 Angulo de contacto

El angulo de contacto (6) del PP pristino se encontr6 en 90.5°+0.5, dando como
informacién la de un polimero con caracteristicas hidrofébicas. Este valor disminuyo
a 75.2°4+1.32 cuando se modificé con peliculas injertadas tnicamente con 3% de AC
y modificadas con grupos amino en la superficie, como resultado de la introduccion
de grupos amino en la estructura. Peliculas con un porcentaje de injerto mas elevado
(6%) dieron un valor de dngulo de contacto aun mds hidrofilico (57.2°+1.4), a causa
de la formacién de puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y las amidas.
Por otro lado, se observa que al aumentar el rendimiento de injerto hasta un 24%,
conduce a un angulo que se vuelve a elevar a 85°1+3.25, probablemente por un
aumento en la densidad (peso) de hidrocarburos en la superficie del PP provenientes
de los carbonos del grupo AC y de la cadena alifatica de la etilendiamina, o debido a
que la dietilamina reaccioné en sus dos extremos y por tanto dio lugar a un

entrecruzamiento y disminucién de grupos de aminas primarias en la superficie.
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a) 90.5 £0.5 b) 75.2+1.4 c)57.21.4 d) 85£3.25

Figura 14. Angulo de contacto de a)peliculas de PP; b)PP-g-(AC)EDgy. ¢) PP-g-

(A C)EDu% d)PP—g—(A C)EDg/%

5.3.3 Determinacion de rugosidad por medio de AFM

Engler y colaboradores [2] demostraron la relevancia del cambio en la topografia de
la, superficie para la adhesién celular; mostraron una mejora de la adhesién celular
cuando la rugosidad aumenta. Este cambio se puede estudiar por medio de

microscopia de fuerza atémica AFM.

La Figura 15 muestra la rugosidad promedio (Ra, pm) de la superficie de las peliculas
de polipropileno y el perfil en 3D en diferentes partes de la superficie de las peliculas
modificadas y no modificadas. Las areas mas oscuras representan depresiones mientras
que las areas mas brillantes significan crestas en la superficie. El promedio de
rugosidad (Ra) del PP [Figura 15 a)] fue de 13.76 nm, donde se puede observar una
superficie relativamente lisa y plana; mientras que la muestra de PP-g-AC(ED),.24%
exhibi6 la rugosidad mas alta con un valor de 42.59 pum, esto puede ser a causa de la
introducciéon de un mayor nimero de cadenas poliméricas en la cadena principal que
contribuyen al aumento de la rugosidad. Las muestras con un porcentaje de injerto
de 6 y 14 mostraron un aumento leve en la rugosidad en relacién con las peliculas de

PP.
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Figura 15. (Arriba) Valores de rugosidad de la superficie calculados por AFM de
(a)Pelicula PP, b)PP-g-AC(ED )sy, (¢)PP-g-AC(ED )y, (d)PP-g-AC(ED ). (Abajo)
Pertfil 3D.

5.8.4 Anadlisis por SEM

Tras la irradiacién, el injerto superficial de cloruro de acriloilo en las peliculas de PP
se espera que el injerto también trascienda en el interior de la pelicula, junto con el
hinchamiento del monémero en la solucién, debido a la modificacion quimica que

constantemente sufre el sustrato.

Las imagenes SEM de secciéon transversal se muestran en la Figura 16. Se investigaron
las morfologias de seccion transversal de PP y PP-¢g-AC modificadas con etilendiamina

(PP-g-AC(ED)) con 6, 14 y 24% de injerto en las peliculas.
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Las peliculas pristinas de PP [Figura 16 a)] mostraron una superficie compacta y lisa,
con un grosor de 76.9 £2.9 pm. Las Figuras 11b) y 1lc¢) muestran un grosor
aumentado de 120.443.65 con 14% de injerto y 123.442.77 pm con 24% de injerto,
respectivamente. La Figura 16c) muestra una superficie rugosa, diferente de la
superficie lisa homogénea del PP pristino, como resultado de la adicién de los grupos
mas grandes de etilendiamina en el sistema, y las interacciones entre los grupos amina
y carbonilo debido a que el injerto se realizé tanto en masa como en superficie. La
Figura 16 b) con 14% de injerto muestra una estructura de rugosidad méas baja que
las peliculas injertadas con 24%, debido a una estructura de reticulacién de la reaccién

de los grupos de amina primaria de la etilendiamina con los grupos acilo.

Algunos autores como Dispenza [78] han demostrado que cuando se injerta &cido
acrilico en PP y posteriormente se llevan a cabo reacciones para su conversion en un
cloruro de acido y su posterior reacciéon con aminas, la morfologia de modificacién de
los grupos amino en las peliculas muestra que es parecida a la morfologia del injerto
de PP-¢g-AC, ya que no cambia por la reaccién de conversiéon de grupos cloro en
aminas primarias, debido a las condiciones suaves de reaccion y el bajo injerto de AC

en superficie.
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Figura 16. Micrografias SEM de seccion transversal de (a)PP, (b) PP-g-AC(ED )s4,
y (c)PP-g-AC(ED)ysy. (d)PP-g-AC(ED),u.

5.3.5 Propiedades mecanicas

Aunque la radiacién ionizante es una herramienta muy util para el injerto de
polimeros, puede causar efectos colaterales en el sustrato del polimero que varian
segin su naturaleza quimica, desde la degradacion hasta la reticulacion [79]. Los
cambios en la estructura pueden estudiarse mediante la evaluacion de las propiedades
mecanicas. Cabe sefialar que, ademas del contenido de los grupos que interactiian en
la superficie de los biomateriales, las propiedades generales, como la rigidez y la
resistencia a las fuerzas generadas por la célula pueden determinar notablemente la

respuesta celular de la propagacién a la diferenciacion [2].

Como es tipico de los polimeros semicristalinos, las curvas de tension-deformacion
(Figura 17) mostraron dos regiones bien definidas: primero aparecié una regién
elastica lineal, que alcanz6 un estado estacionario con cierto valor de deformacion;
posteriormente la deformacion adicional se acompana de una pequena disminuciéon en

la tensién debido a la formacién de un cuello [79].
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Figura 17. Curvas de esfuerzo vs deformacion de peliculas de polipropileno pristino

y funcionalizadas con grupos amino.

El m6dulo de Young (E) se calculd a partir de la region lineal de las curvas de (Tabla

2).

Tabla 2. Modulo de Young de peliculas modificadas con aminas en la superficie

Muestra

Injerto de AC (%) E (MPa)

PP pristino
PP-g-(AC)EDgy
PP—g—(AC)EDH%

PP-g-(AC)EDauy

14

24

1110+£38

1068+114

1207£158

1654104

—
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El PP puede sufrir una extensa deformaciéon (>800% de deformacién), aunque se
observo un aumento en E para la pelicula con el mayor porcentaje de injerto en AC
y, por lo tanto, el mayor contenido en N, que puede estar relacionado con la
reticulacion inducida por radiacion, siendo un obstaculo en la movilidad del esqueleto

del polimero como consecuencia del injerto de superficie [18,80].

5.3.6 Andlisis superficial por XPS

Los sistemas modificados se caracterizaron quimicamente por la técnica de XPS. Los
espectros de alta resoluciéon se muestran en la Figura 18, mientras que la energia de
enlace (BE) de los grupos funcionales en la Tabla 3. La Figura 18(a) muestra el orbital
de C 1s de las peliculas de PP sin funcionalizar; donde se pueden observar dos picos
correspondientes a la estructura del PP; el primer pico, correspondiente a los enlaces
CH-CHa: que se muestra en 285.0 eV; entre tanto el segundo pico sufrié un cambio de
0.4 eV, apareciendo en 285.40 eV, este pico pertenece al enlace CH.-CH-CH; [81].
Adicionalmente, se observan la presencia de otras contribuciones al orbital del C 1s,
como el pico de C-O en 286.14 eV y C=0 a 287.30 eV en la pelicula del sustrato
pristino, esto puede ser causado por plastificantes u otros aditivos anadidos durante

la produccién de la pelicula [82-85].
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Figura 18. Deconvolucion de espectros de alta resolucion de Cls de (a)pelicula de PP pristino,
(b)PP-g-AC(ED)+TFBA, (c)PP-g-AC(ED) y (c1)amplificacién de PP-g-AC(ED). Espectros
de alta resolucion de Ns1 de (d)PP-g-AC(ED) y (e)PP-g-AC(ED)+TFBA. Estructuras de
(f)PP, (g)PP-g-AC(ED) y (h)PP-g-AC(ED)+TFBA.
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Tabla 3. Distribucion superficial XPS de especies de carbono y nitrogeno resultantes del ajuste de la curva de los picos

de fotoelectrones correspondientes para la muestra PP-g-AC (ED) 424

C1s Nls
Muestra (%at
enlace eV (%)*  (%at rel.)**  enlace (at.%)*
rel)**
CH-CH, 285.00 28.8 12.1
CH,-CH-CH; 285.40 60.5 25.5
PP - -
C-0 286.14 9.7 4.1
C=0 287.30 1.0 0.4
C-CH, 285.00 2.4 1.17
CH,-C-CHj3; 285.00 4.8 2.3
CH,-C=0 285.30 2.4 1.2
CH,-CH, 285.37 2.4 1.2
C=0 288.24 2.4 1.2
PP-¢g-AC(ED) CH,-CH 285.68 2.4 1.2 N-C 399.95 100 30.6
C-N 286.24 2.6 1.3
N-C=0 285.00 5.1 2.5
CH-CH, 285.40 23.6 11.5
CH,-CH-CH; 287.10 50.8 24.7
C-0 287.10 1.0 0.5
CH=CH 284.70 224 9.4 N=C 399.39 32.6 8.7
CH,-C-CHj3; 285.00 34.7 14.6 N-C 400.21 67.4 17.9
C-N 286.33 8.3 3.5
PP-¢-AC(ED)  C=N 287.30 2.7 1.1
+TFBA CH-C=0 285.58 16.6 6.9
C=0 288.58 2.6 1.1
CH,-CH 285.30 12.6 5.3
C-F; 293.00 1.0 0.4
*porcentaje atémico **porcentaje atémico relativo
(»)



Capitulo 5. Andlisis de resultados

Después de la modificacion de la superficie de PP, se observan nuevos picos debido a
la nueva estructura quimica injertada, ver Figura 18(c). Para mayor claridad, se hizo
una ampliacién de las curvas de deconvolucion de la Figura 18(c), que aparece del
lado derecho, Figura 18(c1). Un nuevo pico que se observa en 286.21 eV para el orbital
de C 1s, corresponde al enlace C-N. El pico que corresponde a la amida (O=C-N-) se
encontré en 286.24 eV. Estos resultados muestran claramente la presencia de
nitrogeno en la superficie de la pelicula por la formacién del nuevo enlace C-N,
correspondiente a la diamina, esto se confirma en el espectro de alta resolucion del
orbital del N 1s; Figura 18(d), ya que el enlace C-N aparece en 399.95 eV que
pertenece al grupo C-NH,; también se puede observar que el pico de C=0, en la
Figura 18(cl), aument6 su proporcién con respecto al PP pristino (Tabla 3), debido

a la nueva estructura injertada, AC, que contiene un grupo carbonilo, Figura 18(g).

Es importante senalar que ademas de aminas primarias, otros grupos funcionales que
contienen nitréogeno, como amidas u oximas, podrian existir en la superficie. Por lo
que se realizé6 una derivatizacién quimica con trifluorometil benzaldehido (TFBA),

dado que esta reaccion es selectiva y ha sido ampliamente estudiada [73,86].
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Tabla 4. Porcentaje de injerto de AC (calculado gravimétricamente) y contenido de
N (calculado a partir del andlisis XPS) de peliculas PP y contenido de aminas
primarias en superficie calculado a partir de la reaccion con TFBA

Muestra Injerto de Nitréogeno Aminas primarias
AC (%) total respecto a
(at %) nitrégeno total
(%)

PP pristine - - -—

PP-g-(AC)EDgy 6 3 17.6
PP-g-(AC)EDuwuy 14 6 49
PP-g-(AC)EDauy 24 15 12.3

La cantidad de aminas se puede conocer midiendo el elemento fldor en la nueva
estructura, Figura 18(h). El enlace C-F se observa en la Figura 18(b) (espectro de
Cls) en 293.07 eV. Asimismo, otras contribuciones aparecen en 287.30 eV,
correspondientes al enlace C-N y al enlace amida (C=N) que se forman por la unién
de C=0 del TFBA con una amina primaria. La Figura 18(e) muestra nitrégeno, que
pertenece a la reaccién de la ED con el TFBA, en esta figura destacan dos especies
de nitrégeno, una especie enlazada a carbono de manera simple (400.21 eV) y un
enlace doble a 399.39 eV. Mediante los calculos de las ecuaciones 1-3, se determiné el
porcentaje total de aminas respecto a nitréogeno, carbono y el total de la muestra. El
porcentaje de aminas primarias en superficie, para las peliculas PP-¢g-AC(ED )z con
15% de nitrégeno (Tabla 2) mostraron un total de aminas de 12.3% respecto al

nitrogeno total, mientras que [NHs|c esta cerca de 0.8%. Para las peliculas
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PP-g-AC(ED),14% el porcentaje de aminas primarias respecto al nitrégeno total dio
un porcentaje de 49% y [NHsJe=1.6%. Esta evidencia indica que las aminas
secundarias estan presentes con un contenido mas alto que las aminas primarias
debido a la reaccion del grupo carbonilo de AC y una amina libre de etilendiamina
para formar grupos amida [80]. La disminucién en el porcentaje total de aminas
primarias en la superficie de las peliculas PP-g-(AC)EDuy , puede deberse a la
modificacion que llevd a cabo tanto en masa como en superficie, y la cuantificacion
de aminas por la técnica de XPS es superficial (20 nm de profundidad); ademds, un
mayor rendimiento de injerto (AC), aumenta las posibles reacciones entre las dos
aminas libres de etilendiamina y los grupos acilo de las cadenas de polimeros, como
se muestra en la tabla 4, posiblemente porque al aumentar la densidad de cadenas
poliméricas AC existe mayor disponibilidad que reaccionen con las moléculas de ED

existentes, adicionalmente la ED reacciona por ambas reaccionan.

5.4 Estabilidad de las aminas primarias ante condiciones
ambientales

Seguin algunos autores [13,15,16,47,87], cuando la técnica de plasma se usa para la
polimerizacion, el material recién sintetizado puede incorporar oxigeno cuando entra
en contacto con el aire; esto puede conducir a la formacién de nuevas especies reactivas
que reaccionan con los grupos funcionales presentes en la superficie y causar
“envejecimiento”. Para evaluar si las peliculas funcionalizadas por radiacién gamma,
se produce el mismo fenémeno, se realizo una prueba de estabilidad: las peliculas
funcionalizadas se expusieron a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad

durante 90 dias. La Tabla 5 muestra la composicion elemental por XPS a los 0 y 90
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dias de los espectros del survey. El porcentaje atémico de la mayoria de los elementos

no se modific6é después de 90 dias. Los cambios no son significativos para su

estabilidad ambiental. El oxigeno muestra un pequenio aumento (de 12.6 a 15.6%)

después de 90 dias, que fue acompanado por una ligera disminucién de nitrégeno (11.9

a 10.1%) con la desaparicion de 0.4% de Cl. Este cambio puede atribuirse a una

pequena cantidad de grupos amino que se convirtieron en imidas u oximas [15,47]

debido al medio ambiente, pero que no son valores significativos.

Tabla 5. Composicion elemental mediante XPS de las superficies con aminas

primarias sintetizadas por radiacion gamma en 90 dias

Composition elemental (% atémico)

Envejecimiento Muestra C 1S O 1S N 1S Cl 1S Si 2p
(dias)

0 PP-g-AC(ED)ysx  70.8 126 11.9 0.4 4.3
90 PP-g-AC(ED),144 70.6 15.7 10.1 - 3.6

5.5 Caracterizacién bioldgica

En los experimentos de caracterizacién biologica las peliculas seran nombradas de

manera general, como PP-¢g-ED y especificamente como PP-¢g-ED con el porcentaje

de aminas primarias como subindice como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Equivalencia de las peliculas utilizadas para la funcionalizacion de peliculas

de PP

Muestra Injerto de AC  Nitrégeno Aminas equivalencia

(%) total (at %)  primarias

respecto a

nitrégeno

total (%)
PP-g-(AC)EDqy 6 3 17.6 PP-g-ED1ry
PP-g-(AC)EDuy 14 6 49 PP-g-EDugy
PP-g-(AC)EDau 24 15 12.3 PP-g-EDsy

5.6 Adsorcion de proteinas

Previo a los experimentos de cultivo celular, se realiz6 un ensayo de adsorciéon de
proteinas coagulables en sangre, con el fin de conocer si el material modificado

presenta caracteristicas deseables en la adhesion celular.

La albtimina, el fibrinégeno y la inmunoglobulina G son las proteinas mas abundantes
en el plasma y participan en la formacién del coagulo sanguineo, que tiene capacidades
quimioatrayentes que reclutan células del sistema inmune innato. Una vez que se
implanta un biomaterial, la albimina se adhiere a la superficie generando una capa
de proteina que luego se reemplaza con proteinas de adhesién que son reconocidas por
los receptores de integrina, haciendo que el material sea bioldégicamente reconocible
para la adhesién celular [7]. Se sabe que un material que adsorbe preferentemente
albimina sobre fibrindgeno promueve una respuesta celular deseable [7,88,89] y

provoca una baja adhesién y activacién plaquetaria [90,91].
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En comparacién con el PP pristino, las peliculas con grupos amino mostraron niveles
de adsorcién de suero albimino bovino similares (Figura 19), y solo se produjo un
ligero aumento en la adsorcion de fibrinégeno para 3-6 N. Los grupos amino cambiaron
la polaridad en la superficie, ayudando a la formacién de puentes de hidrogeno entre
el atomo de hidrégeno de los grupos amino o amida de las peliculas y los electrones
de los pares libres de grupos amida o carboxilo de las proteinas. Estas proteinas
pueden ser reconocidas por diferentes integrinas de macrofagos para la adhesion de

proteinas [92].
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Figura 19. Adsorcion relativa de albumina de suero bovino (barras azules) y
fibrindgeno (barras verdes) en polipropileno (PP), PP-g-ED;s (ED17%), PP-g-
EDys (ED49%) y PP-g-EDwy (ED12%) en comparacion con el control positivo
(C+) (membranas de nitrocelulosa). Las diferencias estadisticamente significativas

con respecto a las peliculas PP se muestran con un asterisco (*). P <0.05.
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5.6.1 Adhesion celular

Para determinar la adhesion celular, se cultivaron fibroblastos (Balb/3T3) durante 2,
6 v 24 h en peliculas funcionalizadas con grupos amino. Los fibroblastos son muy
sensibles a cualquier sustancia téxica y, por lo tanto, se usan ampliamente para
evaluar la viabilidad celular de nuevos biomateriales [35]. En comparacién con las
peliculas pristinas, se observé una mayor adhesién celular en las peliculas
funcionalizadas alcanzando en algunos casos, después de 2 h de siembra (Figura 20),
2 veces mayor adhesion. A medida que pasa el tiempo, disminuye la adhesién celular,

en 24 h de siembra la adhesion celular se atenud.

e en 24

N
o
|
)(.
—

[EEN
o
1
—
—

C
(&)
o
S
[a
[a
® [ [ I
© [ [
=
E 1.0 - -[ -|— *
o
5 |
©
[72]
[¢D)
< 0.5+
©
<
0.0
R oo o SN
< A )
2 X N
& &L &

Figura 20. Adhesion de células Balb/3T3 en diferentes tiempos de cultivo en peliculas
pristinas y funcionalizadas con amino a) 2 h (barras rosas), 6 h (barras azules) y 24
h (barras moradas). Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a las

peliculas pristinas (PP) se muestran con un asterisco encima (*) P <0.05.
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Para las peliculas con un porcentaje mas alto de grupos amino, se esperaba una mejora
en la adhesion celular, ya que implicaria mas aminas primarias (-NHs) en la superficie
de los biomateriales, pero todas las peliculas funcionalizadas con grupos amino se
comportaron como un soporte deficiente para la adhesion celular a largo plazo. La
union de las células estd mediada principalmente por receptores de integrinas [10-14],

que se unen a varias proteinas de la matriz extracelular.

La ligera mejora en la adhesién de fibroblastos puede estar relacionada con el hecho
de que la funcionalizacién con grupos amino solo condujo a una mejora menor en la
adhesion de proteinas (Figura 20) haciendo la superficie més hidrofilica (Figura 14).
En estudios anteriores se ha demostrado que los fibroblastos son méas propensos a
extenderse en materiales hidrofilicos (dngulo de contacto con el agua de 5-10°) que
cubre un area mas grande y, por lo tanto, la adhesién en términos de células/cm? fue
menor que para el PP tratado [23]. Relevantemente, PP-¢g-EDyy que combina un
mayor contenido de N y también un mayor angulo de contacto con el agua fue la

pelicula que mantuvo la mayor adhesiéon celular después de 24 h de cultivo.

5.6.2 Polarizacion de macréfagos

La adhesion de los macréfagos en las peliculas funcionalizadas con grupos amino se
muestra en la Figura 22. Para mayor claridad, los resultados se normalizaron mediante
la adhesién observada en materiales pristinos, como en el estudio anterior (adhesién
de fibroblastos). La adhesion celular a las 24 h fue bastante baja, por lo que en ensayos

posteriores solo se hizo el cultivo las primeras 6 h.
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Figura 21. Adhesion de células de macrdfagos humanos en peliculas pristinas y
funcionalizadas a las 2 h (barras rosas), 6 h (barras azules) y 24 h (barras naranjas).
Las diferencias estadisticamente significativas respecto a las peliculas pristinas (PP)

se muestran con un asterisco arriba (*) P<0.05.

La adhesion de los macréfagos mejord en las peliculas con grupos amino. PP-g-EDi7y
y PP-g-EDuyy, los cuales mostraron un aumento de cuatro veces en la union celular en
comparacion con las peliculas no modificadas. La adhesiéon maxima se alcanzo a las 2
h de la siembra celular en todas las muestras, de acuerdo con informes anteriores que
evidenciaron que los macréfagos tienen la maxima adhesion en las primeras horas
después de la siembra [13,53,93]. Estos resultados sugirieron que los macréfagos

pueden preferir una superficie hidrofilica para adherirse. PP-g-(AC)EDuy present6 la
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superficie hidrofilica mas alta (dngulo de contacto con agua de 57.2°) y también
promovi6 la fijacion més alta de macréfagos. PP-g-(AC)EDiry ocupé el segundo lugar
en hidrofilicidad (dngulo de contacto con agua de 75.2°) y también en adhesion de
macrofagos. A diferencia del caso de los fibroblastos, las peliculas que presentaron la
fijacién de macréfagos més baja fueron las que tenfan un angulo de contacto (85°)

més cercano al del PP pristino (90°).

Las diferencias de unién entre Balb/3T3 y THP-1 podrian estar asociadas a la
naturaleza y funciones de cada célula. Balb/3T3 son células adherentes y, por lo tanto,
necesitan adhesion focal para continuar su funcién de proliferacién y migraciéon, por
lo que posiblemente necesitan mas sitios de anclaje para unirse [94]. De manera
diferente, los macrofagos son células semi-adherentes porque necesitan migrar al sitio
del dano por medio de las moléculas de adhesién intercelular (ICAM), que estan
compuestas por multiples bucles creados por puentes disulfuro dentro de la proteina
que tienen una mayor interacciéon con los grupos amino [91]. Para obtener una mayor
comprension del papel de los grupos amino en la polarizacién de los macrofagos, se
midi6 la produccion de citocinas. Los macrofagos se activan después de la migracion
y el retorno al tejido inflamado, y pueden polarizarse al estado proinflamatorio (M1)
o antiinflamatorio (M2) [7,11,95]. La activacién M1 es el resultado de la interaccion
de los macréfagos con senales proinflamatorias; por ejemplo, el interferén-y (IFN-v)
y los productos microbianos como el lipopolisacarido (LPS). Por otro lado, los
macréofagos M2 también se conocen como macréfagos activados alternativos, resultado
de la activaciéon por senales de basdfilos, granulocitos, etc. que liberan citocinas

antiinflamatorias como IL-10 entre otras [7,8].
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Se cuantificé la expresion de [L-12, IL-1B3, TNF-a, IFN-v, IL-6, IL-10 y MMP-8. Estas
citocinas se seleccionaron para caracterizar el perfil de los macréfagos adheridos, ya
que estan asociados con su etapa de polarizacion; a saber, un aumento en IL-12, IL-
18, TNF-a, IFN-vy, IL-6 y MMPS8 es tipico de M1, mientras que el aumento en IL-10
es causado por M2. La Figura 22 muestra la secrecion de citocinas de macrofagos en
contacto con macréfagos activados por LPS (C + LPS), control negativo (-) y
peliculas funcionalizadas con aminas normalizadas por peliculas pristinas. La secrecion
de citocinas presentada en la Figura 22 mostraron una tendencia en la disminucion
de marcadores de macréfagos M1; mayormente en la disminucion del factor de necrosis
tumoral (TNF-a) sin embargo, no se encontraron diferencias significativas respecto a
los marcadores de macréfagos M2 (IL-10).

Las citocinas como TNF-o, IL-1B e IL-6 estan relacionadas con la fase aguda de los
procesos de inflamaciéon. La mayor producciéon de TNF-o, citocina proinflamatoria,
fue inducida por macréfagos en C 4+ LPS. Es importante notar que la produccion de
TNF-a disminuyé en las peliculas a las 6 h y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las peliculas funcionalizadas y las no
funcionalizadas. La produccion de citocina IL-6 no se observo para ninguna condicién.
Los niveles de IL-1B fueron similares en las peliculas aminadas. Otra citocina
relacionada con el proceso de inflamacion es la IL-12, que a su vez estimula la
produccion de INF-v, cuya funcion principal es activar los macrofagos para aumentar
la capacidad fagocitica[96]. Se observaron niveles de secrecion similares de estas
citocinas en todas las muestras aminadas, a las 2 y 6 h (Figura 22). También se midi6
la citocina antiinflamatoria IL-10, pero no se observdé un aumento significativo para

las peliculas con funcionalidad amino.
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MMP-8 es un marcador controvertido, se ha informado que se activa por citocinas

proinflamatorias [97], mientras que Wen y sus colegas [9] han demostrado su

capacidad para inducir perfiles antiinflamatorios. Sin embargo, la Figura 22 no mostré

ningin aumento estadisticamente significativo en la secrecion de MMP-8 sin una

asociacion clara entre el estado proinflamatorio o antiinflamatorio.
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Figura 22. Secrecion de citocinas de macrdfagos humanos después de a)2h y b)6h

cultivadas en PP, PP-g-ED;w(ED17%), PP-g-ED ;s (ED49%), PP-g-ED sy

(ED12%), control con LPS(C+LPS) y sin tratamiento(-).
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Cuando un biomaterial entra en contacto con un 6rgano o un tejido, después de una
secuencia de eventos inmunes, los macréfagos liberan citocinas que pueden mejorar la
tolerancia del implante o inducir inflamacién aguda. Las respuestas de los macréfagos
pueden conducir a un estado inflamatorio cronico y, finalmente, al fracaso del
implante correlacionado con la produccion de factores inflamatorios como TNF-a, 1L-
16, IL-1p [7,8,11,95,97]. Por lo tanto, el control de las respuestas inflamatorias en
dispositivos médicos puede mejorar la interaccion con el cuerpo humano. Una
investigacion reportada mostré que los macrofagos cultivados en PPy
poli(etilentereftalato) (PET) indujeron wuna alta produccién de citocinas
proinflamatorias [97]. En contraste, los resultados obtenidos (Figura 22) sugieren que
las peliculas amino funcionalizadas de PP ayudan a disminuir la produccién de
citocinas proinflamatorias, especialmente en la produccion de la citocina TNF-o, que
es una proteina que se secreta en la fase aguda de inflamacion.

Es posible observar en la Figura 22 que todas las muestras tuvieron niveles mas bajos
de produccién de citocinas a las 6 h, esto esta relacionado con la disminucion de la
uniéon de macréfagos en tiempos superiores a 2 h (Figura 21).

A pesar de la reduccién en la produccion de citocinas proinflamatorias, en todo el
material modificado en comparacion con el control negativo, no hubo un incremento
significativo en la produccién de citocinas antiinflamatorias (IL-10). Esto puede
sugerir que las aminas podrian influir en el comportamiento proinflamatorio en los
biomateriales de los macréfagos, sin alterar la produccion de citocinas
antiinflamatorias que indican un cambio en el perfil de los macréfagos hacia una etapa

no polarizada.
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Una observacion notable en PP-¢g-ED12% es que la mayor cantidad de nitrogeno en la
estructura no present6 diferencia en la cantidad de citocinas secretadas respecto al
menor porcentaje de nitrogeno (3 y 6%), probablemente porque algunas aminas libres
fueron convertidas a grupos amida menos hidrofilicos, que tienen principalmente
cadenas CH-CH en la superficie [80], que podria dar lugar a una interacciéon pobre

entre el sistema modificado y las células en la superficie.
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6. CONCLUSIONES

e Utilizando radiacion gamma como iniciador de polimerizaciéon, se obtuvieron
peliculas de PP funcionalizadas con ED por el método directo, injertando de
manera secuencial AC y reaccion de amindlisis con ED. Las peliculas no
mostraron envejecimiento que la deposicién por plasma presenta comtinmente.

e La estabilidad de los grupos aminas sobre las peliculas de PP en condiciones
ambientales fue de 90 dias.

e La derivatizacion quimica y el analisis por medio de XPS, indicaron un mayor
contenido de aminas secundarias que aminas primarias en los sistemas
modificadas, debido a una reaccion de entrecruzamiento entre grupos funcionales.

e La concentraciéon de aminas primarias en la superficie, con respecto al nitréogeno
total, fue 17.6, 49 y 124 % para PP-¢-AC(ED)sz, PP-g-(ED)uy y PP-g-
(AC)EDauy, respectivamente; presentando una mejora en su hidrofilicidad las
peliculas con 17 y 49 % de aminas primarias, propiedad deseable para la adhesién
celular.

e Los macréfagos y fibroblastos Balb/3T3 cultivados en peliculas aminadas,
mostraron una mayor tendencia a la adhesién en tiempos cortos (2 h), lo que
concuerda con el hecho de que estas células interactiian mas facilmente con
sustratos hidrofilicos.

e Se observé una tendencia en la cual la produccién de secrecion de citocinas
proinflamatorias disminuyé en las peliculas aminadas; sin embargo, después de la

evaluacion estadistica, estas diferencias entre peliculas pristinas y aminadas no
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fueron significativas. A pesar de esto, una mejora en las propiedades de adhesion
indica que esta estrategia puede ser una via viable para el disenio de nuevos
materiales que pueden influir en la polarizacion de los macréfagos (diferentes
opciones de restos injertados, grupos amino libres en la superficie de los sustratos,
mayor concentracién de aminas, etc.)

Las propiedades mecanicas de estos materiales no se alteraron significativamente
después de la modificacién propuesta (de acuerdo con los resultados del Mddulo
de Young).

Finalmente, es relevante mencionar que las superficies con grupos amino podrian
ser utiles en el diseno de una nueva generacion de biomateriales que pueden

interactuar con el sistema inmune.
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Abstract

Deevelopmentof biomaterials with primary amine surfices is very imporant for the study of some cells of the immune systemech 28 macrophages.
Curmently, the modificaion can be camed out by physical or chemical methods with several disadvantages doe to the presence of addifives or
subprodwcts in the system. To overcome this problem, modified polvpropylene (PP films were synthesizd by gamma radiation. In this
work, radiation grafting of acrylowi chionde onto PP has been employed to form an acy chionde. Then, the mdistion-grafted films were reacted
with ethylenediamine in several sohents to obtin the dfferent concentration of the primary amine. The surface aming concentration was deter-
mined by dervatization with 4-trfleorometivy] benzalde nede and ¢harac i nized by x- @y photoelectron spectroscopy (NG rties), Founer transform
inframd spectroscopy with atienwated total reflection, contact angle, scanning electron microscopy, alomic force microscopy, and elementary
analysis. The stability of the amines was measured wp to 90 days, without the occumence of aging as was found by plasma mod ification.

Introduction Amino groups have been associated with positive charges
Even though many of the tissues and organs have the capaaty that arz able to attmct negatively charged hiomolecules (pro-
to self-repair, sometmes injuries exceed their capacity. Hence, teins, DMNA) and thus living cells in agueous solutions at a
the ficld of tissue engineenng has emerged in order to repair physiological pH. The most common method to moomporate
the damage or replace missing tissues. Some of those materials functional groups on polymeric matenials is by a plasma tech-
used for this purpose are named biomaterials due to their  nigue, but these synthesized systems present some disadvan-
ability to interact with biological systems. They amre usually tages, such as partial solubility in water and formation of a
employed in medical apphcations to enhance or replace a nat- suhstantial amount of free radicals, which cause the incompora-
ural function. tion of moygen (aging ) when in contact with air. Moreover, the
The success of the biomaterials depends on different factors final chemistry of the surfaces & complex and difficult to define
that affiect the response of the surface of the material to the sur- and depends on the type of gas and the discharge conditions
romding envirmnment. In recent years, NUMETOUs imvestiga- used " " Therefore, the synthesis of the grafting monomers
tions have been performed to modify surfaces for promoting via gamma radiation with functional groups that can react
cell adhesion and pmliferation to maintain cellular fanctions, and form primary, secondary amines, or derivatives on the sur-
including adhesion, spreading, migration, and differentia- face is more a]'q:n'cq'n'iat:.lu'“]
tion. "= It iz well known that most cells cannot adhere to In this work, the synthesis was realized m two seps: a madis-
hydrophobic surfaces; however, modified hydrophobic sur- tiom graftmg direct method of aoyloyl chlonde (AC, Sigma-
faces facilitate their adhesion, espedally those rich in nitrogen. Aldrico, USA) onto polypropylene (PP) films has been applied
There has been a substantial research effort reganding the to msert acyl functonalities, and then, the mdiation-gmfted
influence of several functional groups on ccll functions. I~ filmns wene reacted with ethylenediamine ( ED). Amine concen tra-
It has been demonstrated that those surfaces nch n mitrogen, tion was determined immediately afier bang syntheswed and
especially pimary and second amines, compared with those  after a period of time. The effect of aging on the ammne fimctional
modified with oxygen, facilitated cell adhesion of maco- groups was deermined by x-may photelectron spectroscopy
phages, myoblast, and mesenchymal stem cells, allowing the (XPS, VemsPmobe 1l from Japan) after derivatization with
development of thar functions, 4-tnfluoromethyl berzaldehyde (TFB AL
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The functional groups present in the samples wene studied
by XP5, clemental analysis (EA), and Founer tmnsform infra-
red spectroscopy with atteruated otal reflection (FTIR-ATR).
The change in hydrophobicity was measured by the comtact
angle, while momphology was measured by atomic force
microscopy (AFM, Manosurf model NamoAFM equipment,
Lisstal, Switrerland) and scanning eectmn microscopy (SEM).

Experimental section

Chemicals and reagents

PP films purchased from Goodfdlow {Huntington, UK, of
0.1 mm thickness and were cut into pieces measuning 1 5 cm,
washed with methanol (analytic grade) for 2 h and dred at
reduced pressure durng 4 h oand 40 °C temperamre. AC
(97%) supplicd by Sigma-Aldrich Co., was distilled at reduced
pressun:, and anhydrons methanol (9 8%), TFB A, ED (96%),
and toethylamine wene acquired from Sigma-Aldrich, USA
and weme used as acquired. Tetmhydrofuran (THF) and N,
MN-dimethylformamide (DMFE) (JT Baker, Mexico City,
Mexico) were distilled before use, and dichloromethane
(DCM, CHoCL,) was distilled and stored over Cal’l.

Radiation grafting by the direct method
Films wens grafted with AC by the direct method. Briefly, two
films were weighed and mtroduced in scparated glass
ampoules, and a solution of 3R viv of AC in Dluene wene
added until the film was completely coversd (6 mL).
Subsequently, degassing of the ampoules was camied out
with freeze'thaw cycles with liguid nitrogen and then sealed
and irmdiated at dose from 1 to 6 kGy with a doses raie of J
=55kGyh, using a o y-source ((GGammabeam 651 PT,
MDS MNordion, Canada), at room temperature. After, grafted
films were washed with DCM for 24 h (changing the solvent
every 12h) to remove any homopobvmer fommed during
irradiation.

Reaction grafting of AC by gamma mdiation is shown in
Fig. l{a).

Finally, one gmfted film was reacted with methanol (refer-
ence film), in order to determine the percent yield of gmfling,
and the other one was reacted with ED.

Alcoholysis reaction (esterification)

The reference film was immediately placed in anhydmous meth-
anol for 24 h under constant stiring to camy out the comre-
sponding  esterification and  thus obtam  the methacrylate
compound (PP-g-MA). To avoid the eversibility of the reac-
tion and neutrabze the HCL formed, tricthvlamine was added.
The reference film was only used to calculate the percent of
AC grafted because AC isan unstable functional group and dif-
ficult to handle due to ractivity with humidity of the environ-
ment, resulting i hydmolysis of AC, Since the weight of the
methoxy group (31 g'mol) 15 similar to that of the chlorde
group (355 g/mal §, it 15 possible to obtam an approamate cal-
culation of the grafting percent. To determine the percent of

gmfting, the following equation was used:

W, —
i) =—SL_ %

100 (1
W, )

where W, and W, are the weight of the film befor: and after
being gmfied, mspectively.
The reaction & shown m Fig. Lib).

Aminolysis reaction

To carry out the aminolysis meaction, the second film was
placed in a solution of 2 M diarmine in different solvents such
as DM, DMF, and THF. Trethylamine was added to avoid
reaction reversibility. ED was used for this reaction. It was
kept under constant stirimg for 0.5, 1, 2, 6, 18, and 24 h at
room temperture. The aminated film was washed with distilled
water and then was dred under in a vacuum oven at 30 *C for 6
h. The film was named with the acronym of the diamine in
parentheses, PP-g-AC(ED). The raction is shown in Fig. 1(c)

Characterization

FTIR-ATR

Phrysicochemical propertices of unmodified and modified films were
determmed by infrared specta using an FTIR-ATR equipment.
Spectm were recorded with a Perdn-Elmer Spectrum 100 spec-
trommater | Perkin- Elmier Cetus Instruments, Moraalk, CT, USA).

Contact angle measurerments

Contact angle measurements were carmed out in tiplicate, at
room temperature (23 °C), using a KR 055 DSA 100 apparatus
{Matthews, NC, USA). Small drops of water wene deposited on
the surface of the pnstinematenial (PP) and functionalized films
{PP-g-AC(EDY)). The contact angle was maasured immediately
afier depositing the dmop of water,

Determination of roughness of the films by AFM
Chamcteriztion of surface mughness by AFM was performed
on a Nanosurf model MainAFM equipment. it was measured,
ona scale of 10 pm, in two different regions per sample, in con-
tact mode. The tip used was a Budget Smsom ContAl-G tip.

Scanning electron microscopy
Surface and cross-scctional momphology of the films were
observed in a Tescan Mim 3 LMU at difforent scales. The

dred samples wene coated with Au under vacuum for 10 5,
using a sputter coating of the SPl module.

X-ray photoelectron spectroscopy

XPS analyses wene performed in an ultrahigh vacim (UHW)
system Scamning XPS micmoprobe PHI 5000 VersaProbe 11,
with an Al Ko x-ray source (v = 148606 ¢V') monochromatic
with a 100 pm beam diameter, and an MCD analyzer. The sur-
face of the samples was not etched. The XP5 spectra were
obtained at 45° to the nomal surface n the constant pass
energy mode (CAE) E;=11740 and 11.75 ¢V survey surface
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Figure 1. (2) ReacBon of AC grafted anio PP, [b) skcohalysis reaction of AC with mefhanol to obisin 2 methecrylets () aminlysis reaction with E0; and {d)

chamical darvatizabon with TRBA.

and high-resolntion narow scan. The peak positions were ref-
erenced to the background silver 34z, photopeak at 368,20 ¢V,
having a full width at half maxmum of 056 ¢V, and Cls
hydrocarhon groups at 28500 eV,

Chemical derivatization with TFBA To know the
amount of pnmary amines on the surfice and deermine if
there is cocidation with time, chemical denvatization was
camied out. A method, that is, nomally used for chermical
derivatiztion, 1s a selective reaction of a pimary amine with
TFBA. The schame of maction & shown in Fig. 1(d)"*
The percent of primary amines was deduced from the
concentration group s fluorineg (CFz) on the surface by using
the XPS technique. The reaction was performed as a gas
phase at 40°C for 4 h. Functionalized films were hung up
inside a flask over a bed of 1 cm thick glass beads, and then,
05mL of TFBA was added to the glass beads, avoiding
direct comtact of the sample. The flask was closed and
allowed to react. The proporton of amines on the surface can
be calculated with the following cgquatons according to
Gimd-Lauriault:!*)

_ Iriun [3ASFy,

where {15 the intensities or area of photoelectron peaks of each
element, of denvahzed groups, D, and nonderivatized groups,
M. ASF is the sensitvvity factor of cach element.

Elemental analysis
Functionalized films were analyzed by EA to determuine thar
percent of carbon, hydrogen, and mtrogen ofthe whole sample.

Results and discussion

Grafling of AC onto PP

A was grafted onto PP using the direct method because it pro-
duced better grafting yiedd "™ Fignre 2{a) shows an increase
of grafting as a fimction of dose. Doses up to 6 kGy lead the
formation of a great amount of homopolymer, hence, solution’s
viscosity increased, decreasing mobihity of the macro mdicals,
diffusion of the monomer in the system and thus diminishing
the amount of grafted AC.

The grafting percent of AC onto PP was measured gravimet-
rically [Eq. (1)] by an indirect method through esterification
with methanol because of the high reactivity and easy decom-
paosition of the acyl chloride group.!™

Aminolysis reaction

[MH;],, = — (2 To infroduce amine groups on surfaces, films that wene 14%
firan [ RSFyy and 24% of grafting (3 and 6 k(iy) wene chosen to determine

the suitable grafting percent for this reaction.
(!HI 0/3ASFrss\ (Trsann The reaction between ED and AC conld cause crosslinking
[MHz]e = — — ( — ) 3 hecause the two amine groups of ED neact with the acyl groups
‘;'L"'*'D-"IIAE"PU'*) L of the two polymer chains. To perform this meaction, it is
[NH,}, = _ -‘F'.a,l:l,.l"J'-"*‘-‘f[":F:a _ (ﬁ:q-_amu) @)

Jers v ASFen 4 D fASFrs + Jow o /ASFou [\ Aap
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Figure 2. (2) Grafing (%) of AC on PP films as a function of dose. [AC]: 30% w/v in foluene. F 416 kGy/h. (b) FTIR of differant systems (1) PP fiim, (2)
PP-g-AM, and (3) PP-g-AC(ED). (c) AFM surface roughness value by AFM of (c1) PP film, (c2) PP-gCED); s 4, (c3) PP-g-AC{ED), 24« and (d) SEM
micrographs of crss sacbon of (d1) PP, (d2) PP-g-AC(ED), . 4. and (d3) PP-g-AC(ED )24«

necessary to control some factors such as the tme of reaction
and grafting percent of AC,

The reaction tme was tested, and 1t was found that 30 min
was sufficient to react with the amine groups, with the chlorde
group; for longer times, the reaction yield was the same.

The solvent was another factor that was studied. Three differ-
ent solvents were chosen to camry out the reaction: DCM, DMEF,
and THF. The best results were obtamed using THE. Films m
which DCM was used showed unfavorable yiclds, regardless of
the amount of monomer graft On the other hand, 1t i1s well
known that DMF 1s a good solvent for substitution reactions; how-
ever, it is difficult to remove from the samples. Consoquently,
these two solvents were not used to carry out the reaction.

A low grafting percent was chosen because only a small
amount of pnmary amine demonstrated a change relaed to
hydrophilicity; morcover, it is suitable for cell adhesion 1'%
Films with a higher grafting percent did not experience modifi-
cation of thar hydrophobicity (see section “Contact angle mea-
surements” under “Characterization™).

Characterization

FTIR-ATR

FTIR-ATR spectra [ Fig. 2(b)] confirmed the grafting of AC and
estenfication with methanol onto PP. The PP film [Fig. 2(b1)]
showed two bands at 2922 and 2954 cm™', correspanding to
asymmetric and symmetric methyl (CH;) and methylene
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Figure 3. High-resalition XPS core level specte deconveluted of C1s: () PP film, (4} PP-g-AC(ED) + TRBA, (c) PP-g-AC(ED), and (c1) ampification of PP-g-AC
[ED). N5 contriiufians of (d) PP-g-AG(ED) and ) PP-g-AC (ED)+ TFBA. Struturss of (1) PP, (g) PP-g-AGIED), and (1) PP-grAGIED) + TFBA.

{CH,) steich, mspectively. Two bands at 1376 and 1461 em™'
belong to asymmetnc bendng of CH; and CH;, respectively.
The system PP-g-AM showed a new band at 1738 em ™",
which is attributed to C=0 stretching ester vibmation [Fig. 2
(b2)]. The modified system with ED [Fig. 2(b3)] showed a
band assocised with amine groups at 3395 am™', a single
band cormesponding to secondary amines (mstead of double
or primary); further, two hands at 1646 and 1559 an " come-
spond to C=0) stretching and M-H bending vibmtions of the

amide group, respectively.

Contact angle measurements

The contact angle (#) of pristine PP was 91.1%% 0.29, showing
its hydmphobic charactenistics. This vale decreasedto 73.4%
132 when it was modified with 14% gmfted films, due to
amine groups were introduced to the structure and hydrogen
bonds formed between water and amines group. On the other
hand, higher gmfting vield (24%) leads to an angle nsing to

EE2*+1.37, hkely for an increase in hydmcarbon density
{weight) on PP surface. P!

Determination of roughness by AFM and SEM
analysis of the films

Engler ot al ™ have demonstrated the importance of changing
the topography on the surface for cell adhesion, they showed an
improvement of cell adhesion when the roughness increased.
This change can be studied by means of AFM.

Figures 2cl -2(c3) show the different moughness between
modified and unmodified films. Darker arcas represent depres-
sions, whilst brighter amas mean ndges on the surface
Roughness average (Ra) of the PP [Fig. 2icl)] was 17.7 that can
be observed a relatively smooth and flater surface. PP-g-AC
{ED), 242 exchibited the highest Ra. Samples with 14% of grating
showed slightly increased megand to PP films. Infroduction of
brnches on thebackbone chain of lead o morement to moughness.
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TABLE |. XPS surface distribufion of carban and nitragan spacies resuling from the curve-fiting of the comespanding photosbctron pesks for PP-g-AC

(EDy 0 -
Sysiam Cis Niz
Band eV at%* at ral %° Band aV at%® at ral %°
FP CH-CH, 285 2848 12.1 - E
CHr-CH-CHa 2854 605 55
-0 286.14 a7 4.1
=0 28573 1 04
PP-g-AC(ED) C~CHa 285 24 1167 N-C /9.3 100 A6
CHC-CHy 285 44 23
CH-C=0 2853 24 12
CH-CH: 28537 24 12
=0 28824 24 12
CH~CH 28568 24 12
C-N 28624 26 13
N-£=0 285 5.1 25
CH-CH, 2854 238 "5
CH~CH-CHy 281 508 M7
-0 281 1 05
PP-g-AC(ED) +TFBA CH=CH 287 224 94 N=C i 6 87
CHC-CHy 285 347 145 N-C 400 A 174
C-N 286.33 83 a5
=N 28573 27 1.1
CH-C=0 28558 16.6 659
=0 28858 26 1.1
CHe~CH 2853 126 53
C-F b <] 1 04

Bold test is painfing out fhe main carbon, which the anargy bond refars.
“Contribufion perants of carbon and nitragen bonds at core leval pesk.

EChamical stete pancant relztive to fotal concentration, using tomic sansithity factor (ASF)of C1s= 0314, N1s =043, Fls=1.000, and 01s= 0.733.

Cross-sectional SEM images are shown in Figs. 2(dl)-2
(d2). Cross-sectional morphologies of PP and PP-g-AC modi-
fied with ethylmediamines (PP-g-AC(ED)) with 14% and
24% prafted films werne investigated.

Prstine films of PP [Fig. 2(d1)] show a compact and smooth
surface, with a thickness of 769 + 2.9 pym. Figures 2(d2) and 2
(d3) show an increased thickness of 120.4+ 365 at 14% graft
and 1234 +£2.77 pm at 24% gmft, mspectively, Figure 2{d3)
diplays a mughness surface, different from the homogencous
smooth surface of pristine PP, as a result of the addition of
the larger groups of the ED in the system, and the interactions

between the amine and carbonyl groups, because the grafting
was performed in both bulk and surface. Figure 2(d2) with
14% graft shows a lower roughness structure than films grafted
at 24% because of a arosslinking structure from the reaction of

the primary amine groups of the ED with the acyl groups.

XPS characterization of functionalized PP
surfaces

The systems modified were chemically chamcterized by an
XPS techmique. The high-resolution spectra are shown in
Fig. 3 and the binding energy (BE) of functional groups in
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Table L Figure 3 a) shows Cls core level of PP films without
functionalizing, with both peaks cormesponding to the stuctun:
of PP CH-CH, (BE=2850 ¢V, CH,—CH-CHs (04 eV shif,
in 28540 eV). P The presence of other contributions to Cls
core level as the peak C-0 at 286.14 eV and C=0) at 287.30
eV in pristine PP substrate film could be from plasticizers or
other additives added during the film production. ™" Afier
the modification of the PP surface, additional peak contribu-
tions anz observed due to the new chemical structure grafted
[Fig. 3c]]. For the sake of clanty, an enlargement is shown
in the nght side of Fig. 3ic). The new peak of Cls core level
cormesponding to C-N is found in BE= 28621 eV, and the
peak of amide (O0=C-N) is at 286,24 ¢V, These results clearly
show the presence of nirogen and the formation of the C-N
bond in the new stucture, which & confirned in the high-
mesoton spectum of Nis come level [Fig. 3(d)] on 39995 eV
corresponding to the C—MH; bond. It can be noted that the
paak of C=0 [Fig. 3(cl )] increased its proportion regarding PP
pristme (Table 1) because of the new grafted smicture [Fig. 3(g)].

Because other functional groups with nitrogen such as
amides could exist on the surface, chemical derivatization
with TFBA was performed. Since this selective reaction has
been widely studied, it will not be explained in detaled equa-
tions [Eq. (2.0 1] The amount of amines can be known
by measuring the fluorine element m the new smactune
[Fig. 3(h)]. Inits Cls spectmm, the C—F bond on 293 .07 eV
is observed m Fig. 3b). In the same way, other contributions
appear localized in BE =287 30 ¢V, cormesponding to the C—
M bond, and the amide bond (C=MN) that are formed by the bind-
ing of C=0) of TFBA with a primary amine, Figure 3{<) shows
nitrogen of the reaction of ED with TFBA. Two spedes of
nitrogen can be observed, a single bond to carbom (400.21
eV)and a double bond at 399,39 ¢V, Dervatiztion of primary
amings with TFBA yielded for films PPg-ACED); 240
[MH:]x=123%, while [NH:l- 15 clese to 08; while
PP-g-AC(ED) g [NHz=49% and [NHp)-=16. This
evidence indicates that secondary amines are present na higher
content than pimary amines due to the reaction of the carbomny|
group of AC and a free amine of ED to form amide groups.*"
The lessening in the percentage of total prmary amines in the
highest value of grafting can be due to modification was carmried
out also i the bulk and cannot be measured by XPS; besides,
higher gmfting vield (AC), nising the possible reactions
between the two free amines of ED and the acyl groups of poly-
mer chains, as it was demonstrated.

Stability in air. Acording © some authors 515251 when
the plsma technique 1s used for polymerization, the newly
synthesized material can incompomte oxygen when it is
coming into contact with air; this can lead to the formation of
new reactive species that react with fanctional groups present
on the surface. To evaluate whether functiomalized films by
gamma radigion occured by the same phenomenon, a test of
stability was performed: functionalized films were exposed at
room  tempersture in darkness  condition  for 90 days.

Mt

Supplementary Table 51 shows elemental compositions by
XPS at 0 and ™) days in the survey spectm. The ammic
parcontage of most elements was not modified after ¥ days,
Changes are not meant for its environmental stability, An
inorease of oxygen from 12.6% to 15.6% after 90 days was
accompanied by a slight decrease of nitrogen (11.9%6—10.1%)
and disappearance of 0.4% of Cl; this change can be
attributed to a small quantity of amine gmups that wen:
converted into imides or oximest ™' due o environment

Conclusions

Itis possible to modify the surfaces of PP films with ED by the
technique of gamma radiation (the direct method), by different
steps of synthess, PP irmdiation, and AC grafting and further
reaction with ED). The modified system was charactenzed,
and it confirmed the grafting reaction. Films with less than
24% grafting improved their hydmophilicity, a desimble prop-
erty for cell adhesion. XPS chemical denvatzation indicated
a higher content of secondary amines than primaries amines
due o a reaction between functional groups. The concentration
of primary amines on the surface with regard to total nirogen
was 123% md 49% for PPg-ACED)pe, and PPg-AC
(EDY) sy, Tespectively. The stability of ED gmfted on PP
under environmental conditions was 90 days without present-
ing “aging”. The proposed synthetic technique has promising
applications for cell adhesion, without presenting the disadvan-
tages of modificaion by plasma deposition with less sability of
primary amines in ahout 1 week.

Supplementary material
The supplementary matenal for this article can be found at
hitps:¥'doi.ong/10,155 T mre 2019,133,
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