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Glosario

Adsorcion: Un aumento en la concentracion de una
sustancia disuelta en la interfaz de una fase condensada y
una liquida debido al funcionamiento de las fuerzas
superficiales.

Aloinjerto: Tejido que se trasplanta de una persona a otra.
Autoinjerto: Injerto realizado en una persona con tejidos
de su propio organismo.

Biocompatible: Es la capacidad de un material para actuar
con una respuesta adecuada del medio bioldgico en el cual
son utilizados (un ser humano u otro ser vivo).
Biodegradable: Descomposicion de una sustancia
catalizada por enzimas in vitro o in vivo.

Citotoxico: Sustancias que son toxicas para las células.
Desorciéon: Lo contrario de la adsorcion, es decir, la
disminucién en la cantidad de sustancia adsorbida.
Exégeno: Que se forma o nace en el exterior de otro.
Hidrofilico: La capacidad de una entidad molecular o de
un sustituyente para interactuar con disolventes polares, en
particular con agua, 0 con otros grupos polares.
Hidrofébico: La tendencia de los hidrocarburos (o de los
grupos lipofilos similares a los hidrocarburos en los solutos)
a formar agregados intermoleculares en un medio acuoso
e interacciones intramoleculares analogas.

Histéresis: La histéresis de adsorcion ocurre cuando los
valores de adsorcién y desorcion se desvian entre si.
Matriz Extracelular: Conjunto de materiales extracelulares
que forman parte de un tejido. La MEC es un medio de
integracion fisiolégico, de naturaleza bioquimica compleja,
en el que estan "inmersas” las células. Asi la MEC es la
sustancia del medio intersticial (intercelular).

xii



Monémero: Molécula que puede someterse a
polimerizacién, contribuyendo asi con unidades
constitucionales a la estructura esencial de una
macromolécula.

Nanoestructurado: material que tiene propiedades Unicas
0 nuevas, debido a la estructuracion a escala nanomeétrica.
Estos se forman mediante la incorporacion o la
estructuracion del nanomaterial.

Poro: Huecos de aire que pueden encontrarse en un
material.

Xenogénico: Que procede de un individuo de distinta
especie.

Xenoinjerto: Trasplante de un érgano, un tejido o células
a un individuo de otra especie.
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0 Resumen

Las propiedades bio-interfaciales de los andamios
compuestos de poli (éster-uretano) basados en poli (3-
hidroxibutirato) [P(3HB)] se modificaron mediante la
polimerizacién de N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) inducida
por radiacion de plasma de superficie. ElI poder de
suministro del plasma de radiofrecuencia de Argén se
incrementd de 5-20 W. El porcentaje de injerto sobre la
superficie de poliuretano, las dimensiones topograficas, la
arquitectura, la energia superficial y la humectabilidad se
examinaron conforme a las variaciones en potencia del
plasma. El injerto exitoso de NIPAAm se verificO mediante
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. La
caracterizacion por microscopia de fuerza atémica reveld
que la superficie de los andamios es mas uniforme a
potencias de plasma mas bajas. Los angulos de contacto
disminuyeron y la energia de la superficie aumenté con la
potencia del plasma. El &rea de la superficie, los volimenes
totales de poros son similares entre las muestras. El
porcentaje de porosidad y el diametro de poro promedio
indican una disminucién en el material compuesto tratado,
en comparacion con el andamio sin tratamiento. Aunque
todos los compuestos mostraron ser no téxicos y altamente
viables (>98%) para los fibroblastos dérmicos humanos, los
resultados mostraron una mejor fijacion, diseminacion y
crecimiento de los fibroblastos en andamios con hidrofilia
moderada (5W). Los experimentos in vivo revelaron que los
andamios tratados con plasma disminuyeron el infiltrado
inflamatorio, lo que significa una aceptacion mejorada en
comparacion con el poliuretano P(3HB) no tratado.



Abstract

The bio-interfacial properties of poly(ester-urethane)
composite scaffolds based on poly (3-hydroxybutyrate)
[P(BHB)] were modified by surface plasma-radiation-
induced graft polymerization of N-isopropylacrylamide
(NIPAAm). The delivering power of the Argon radio-
frequency plasma was increased from 5-20 W. The yields
over the polyurethane surface, topographical dimensions,
architecture, surface energy, and wettability were surveyed
in the established plasma regimes. Successful grafting of
NIPAAm was verified by Fourier-transform infrared
spectroscopy. Characterization using atomic force
microscopy revealed that the surface of the scaffolds is
more uniform in lower plasma delivering powers. The yields
were found to be small (3-9 %). The contact angles
decreased, and the surface energy rose with increasing
delivering power. The surface area, total pore volumes are
similar between the samples. The porosity percentage and
the average pore diameter hinted at a decrease in the
treated composite as compared to the pristine scaffold.
Although all the composites showed to be non-toxic and
highly viable (>98%) for human dermal fibroblasts, the
results showed better attachment, spreading, and growth of
fibroblasts on scaffolds with moderate hydrophilicity (5W).
The in vivo experiments revealed that the plasma-treated
scaffolds diminished the inflammatory infiltrate, which
means an improved acceptance as compared with
untreated P(3HB) polyurethane.



1 Antecedentes

1.1 Polimeros

Para poder profundizar sobre los biopolimeros, mas
especificamente sobre el poli (3-hidroxibutirato) [P(3HB)], y
la poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAAmM), es necesario
conocer previamente el concepto de polimero, el cual fue
introducido por el quimico sueco J. J. Berzelius en los afios
20's!. La palabra polimero viene de las raices griegas
TTOAUG "mucho" y yepog "parte” o "segmento”, dicho de otra
forma, un polimero es una molécula de cadena larga, que
se compone de un gran niumero de unidades repetitivas de
estructura idéntica?.

Los polimeros se encuentran en nuestra vida cotidiana, ya
sean como materiales sintéticos, plasticos, fibras en
nuestra ropa, teléfonos, o en forma de empaques. Por otro
lado, también existen polimeros biol6gicos como el ADN,
las proteinas o los polisacaridos que forman las paredes
celulares de todos los seres vivos.

1.1.1 Clasificacion

Debido a la gran presencia y aplicacion de los polimeros es
necesario clasificarlos, ya sea por su estructura quimica, su
reaccion a la temperatura o por los procesos por los cuales
son producidos, tal como se muestra a continuacion.

1.1.1.1 Por su comportamiento con la temperatura
Esta clasificacion fue la primera en utilizarse, incluso antes
de conocer su estructura molecular y fue puramente
fenomenoldgica, basada en su comportamiento al
calentamiento y enfriamiento3, los polimeros se clasifican
como termoplasticos y termofijos.



1.1.1.1.1 Termoplasticos

Son aquellos polimeros que al ser calentados se vuelven
suaves y debido a un esfuerzo son capaces de fluir. Los
residuos de estos plasticos pueden recuperarse y ser
moldeados nuevamente al aplicar calor y presiéon?, en el
grupo de los termoplasticos podemos agrupar al
poliestireno, polipropileno, PVC y polietileno.

1.1.1.1.2 Termofijos

Son aquellos que no pueden ser térmicamente procesados
después de que sus moléculas forman redes de enlaces
covalentes entre ellas (a esto se le conoce como
entrecruzamiento)® por lo que solo resisten fluir bajo estrés
una sola vez, el calentamiento posterior al entrecruzado
termina por conducir al material a su degradaciéon®. Como
ejemplo de este tipo de polimeros tenemos las resinas
epoxicas y poliésteres insaturados.

1.1.1.2 Por su estructura

También es posible diferenciar a los polimeros de acuerdo
con su estructura molecular en lineales, ramificados o
entrecruzados (Figura 1).

1.1.1.2.1 Lineales

Son aquellos que se componen estrictamente por
monomeros bifuncionales (esto quiere decir que cada
monomero posee dos enlaces activos o capaces de
polimerizar)3. A pesar de que se llamen lineales, esto no
quiere decir que el polimero asuma la forma geométrica de
una linea recta®,como analogia podemos decir que estas
macromoléculas adoptan la forma de un plato de espagueti
o un ovillo de estambre3.



1.1.1.2.2 Ramificados

Se forman cuando los mondmeros de los que estan
compuestos presentan una funcionalidad igual o mayor que
tres, lo que dara como resultado ramificaciones a lo largo
de la molécula3.

1.1.1.2.3 Entrecruzados (Crosslinked)

El entrecruzamiento ocurre conforme aumenta el tamafio y
frecuencia de las ramificaciones en las cadenas de
polimero y la probabilidad de que dos partes de la misma o
diferente cadena se unan aumenta, esto da como resultado
una red donde las cadenas estan unidas entre si por medio
de enlaces covalentes®. Como resultado de esto se obtiene
un polimero tridimensional entrecruzado y cuya masa
corresponde a una Unica y enorme moléculas3.

El polimero entrecruzado puede formarse de dos maneras:
a) Al hacer reaccionar especies con funcionalidad igual o
mayor a tres

b) Al hacer reaccionar quimicamente moléculas lineales o
ramificadas que ya estan formadas?.

G =
Ramificado Entrecruzado Lineal

Figura 1. Estructuras tridimensionales que pueden adoptar los
polimeros



1.1.1.3 Por su tipo de sintesis

En 1929, Carothers clasifico a los polimeros sintéticos
acuerdo con el método de obtencién, en polimeros de
condensacion y polimeros de adicién?.

1.1.1.3.1 Polimerizacion por condensacion

Estos polimeros se forman por reacciones organicas de
condensacion, en las cuales se elimina una molécula
pequeiia, generalmente agua, para dar origen al producto3.
Por ejemplo, al reaccionar un &cido organico con un alcohol
se forma un éster tal como se muestra en la Figura 2.

Dentro de este grupo se encuentran los poliésteres,
poliamidas (Nylons), poliimidas y policarbonatos.

O

i By
R—OH + Ho~< — R—O0~ "R +H,0
@]

Figura 2. Reaccién de condensacién entre un alcohol y un acido
para formar un poliéster.

1.1.1.3.2 Polimerizacién por adicion
Este tipo de polimerizacion tiene dos caracteristicas
principales?:

1. En este tipo de polimerizacion no se obtiene ningun
condensado, por lo que la unidad repetida, tiene la
misma formula condensada que el monémero.

2. La reaccion de polimerizacién involucra la apertura de
un doble enlace.

Existen varias maneras de llevar a cabo una polimerizacion
via radicales libres, por ejemplo: polimerizacion por



precipitacion, en solucién, en emulsion, en suspension
entre otros.

El esquema general para una reaccion de polimerizacion
por radicales libres puede expresarse de la siguiente
manera*:

Iniciador — R - Iniciacion
R-+ M- MR- p .
MR-+ M — MR- ropagacion
MR - +MyR = My Terminacién

Donde M representa el monémero y R - un radical libre, un
anion o un cation producido en la etapa inicial.

Para este tipo de polimeros, la mayoria de los iniciadores
son peroxidos y compuestos azo alifaticos como por
ejemplo el persulfato de potasio “.

1.1.2 Polihidroxialcanoatos [PHA]

Los polihidroxialcanoatos, son un grupo prometedor de
poliésteres biodegradables y con buena biocompatibilidad®,
al cual pertenece el P(3HB), que es el primer miembro de
esta familia. Estos polimeros han llamado mucho la
atenciéon en los ultimos afios, ya que son producidos por
via biotecnoldgica, a partir de sustratos renovables por una
gran cantidad de microorganismos®, tales como: Zoogloea
ramigera, Ralstonia eutrophas, Methylobacterium,
Escherichia coli, Pseudomonas acidophilia, Pseudomonas
oleovorans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
putida y Azotobacter vinelandii’—°. También se ha reportado
gue los PHA pueden ser producidos por plantas
transgénicas tales como Arabidopsis thaliana, Gossypium



hirsutum (algodén), y Zea mays (maiz)®°. Por otro lado, los
PHA tienen la ventaja de ser degradados por una gran
cantidad de microorganismos aerobios y anaerobios tales
como hongos y bacterias®.

Por medio de la ingenieria genética y metabdlica, asi como
el control de las condiciones de cultivo y el sustrato
nutritivo, se han logrado detectar alrededor de 100 &cidos
hidroxialcandicos como constituyentes monoméricos de los
PHA biosintéticos®1°. Sin embargo actualmente solo dos
PHA estdn comercialmente disponibles: el P(3HB) vy el
poli(hidroxibutirato-co-valerato) (P(3HB)-co-3HV)2.

En general los PHA presentan una gran versatilidad en sus
aplicaciones, ya que dependiendo de los requerimientos de
las diferentes aplicaciones, pueden ser mezclados,
modificados superficialmente o combinados con otros
polimeros, enzimas y hasta con materiales inorganicos!t
como la hidroxiapatita, esto con el fin de modificar o mejorar
sus propiedades mecanicas y su biocompatibilidad®.

La estructura quimica general de estos biopolimeros se

representa en la Figura 3.
H
@)
m

R @)
Figura 3. Estructura general de los polihidroxialcanoatos.
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1.1.3 Poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)]
Este biopolimero es uno de los principales componentes de
los andamios que se presentan en esta tesis y fue



descubierto en 1926 por Lemoigne, es el miembro mas
simple y comun de la familia de los
polihidroxialcanoatos®1%, asi como el mas estudiado!?.
Algunas de las aplicaciones del P(3HB) son las siguientes:
aditivos para comida

Este biopolimero se ha utilizado para la fabricacion de
materiales debido a su disponibilidad comercial y sus
propiedades quimicas y mecanicas'®, las cuales son
similares a las del polipropileno y polietileno. Sin embargo,
el P(3HB) tiene mayor grado de cristalinidad (cadenas
poliméricas dispuestas de modo perfectamente ordenado)
asi como una mayor rapidez de cristalizacion, lo que lo
hace fragil y con un punto de elongacion bajo®. El P(3HB)
como homopolimero también presenta alta hidrofobicidad
(lo que impide la adhesién y el crecimiento celular en los
dispositivos hechos con éste, materiall?),
biodegradabilidad a largo plazo y baja plasticidad es por
esto que en algunos casos limita su aplicacibn como
material para bioingenieriall. Sin embargo, ya que este
biopolimero es capaz de formar materiales compuestos
con una variedad de polimeros sintéticos y materiales
inorganicos'!, es posible mejorar las propiedades de
P(3HB) por medio del desarrollo de mezclas con materiales
hidrofilicos o de la sintesis de copolimeros! de los cuales
hablaremos posteriormente.

Este termoplastico ha sido muy investigado en gran medida
debido a que ha demostrado en numerosos ensayos in vitro
gue es compatible con numerosas lineas celulares, tales
como la osteoblastica y la epitelial'®19,

El P(3HB) es un biopolimero presente tanto en el
citoplasma vy fluidos internos, como en membranas y
lipoproteinas tanto en bacterias como en organismos
eucariontes y pluricelularest®” y de acuerdo con el trabajo
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de Rossetta N. Reusch estd involucrado en funciones
fisiologicas importantes, tales como almacenamiento y
canal para el calcio, bomba de calcio-fosfato y canal para
el ADNY. El P(BHB) no se encuentra puro en los
organismos vivos, sino que forma complejos con otras
moléculas. Estos complejos se dividen en dos categorias?®:

1. Complejos con lipidos o proteinas, tales como la
albimina, por medio de puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas.

2. Complejos con sales de aniones poliméricos por medio
de enlaces de coordinacién con grupos catiénicos,
tales como el complejo PHB-Ca?*-Pirofosfato.

Por otro lado se sabe que existen cantidades de P(3HB) de
bajo peso molecular (130-170 unidades 819 en la sangre
humana el cual se descompone en acido 3-
hidroxibutiricol(Figura 4), lo que proporciona evidencia
adicional de una alta biocompatibilidad y no toxicidad de
éste material>'°. Esto es una de las caracteristicas mas
importantes por las cuales el P(3HB) es un candidato
excepcional para aplicaciones en ingenieria de tejidos, ya
que es probable que los productos de degradacién no sean
toxicos, pues estan presentes en el cuerpo humano.

HO 0 0 0
NS PN PN

Figura 4. Estructura quimica del acido hidroxibutirico (izquierda)
y del poli (3- hidroxibutirato) [P(3HB)] (derecha).
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1.1.4 Materiales compuestos con P(3HB)

Los polimeros pueden procesarse de tal manera para
lograr estructuras y formas complejas que con frecuencia
son demasiado flexibles y endebles para cumplir con las
necesidades mecanicas en el ambiente fisiolégico'®. Estas
son algunas de las razones para la combinacion de
polimeros biodegradables con vidrios 0 ceramicas
bioactivos!®. Mucha de la investigacion actual en este
campo se enfoca en el desarrollo de materiales bioactivos
compuestos y biodegradables, que sean tanto densos
como porosos Yy que incorporen una fase inorganica
bioactiva ya sea como parte del seno del material, como
recubrimiento o ambos a una matriz biodegradable de
polimero®0.

Los materiales compuestos resultan de incluir una fase
inorganica como la hidroxiapatita o vidrios bioactivos, en
forma de particulas o fibras a un polimero biodegradable.
Los vidrios bioactivos son un grupo de materiales de
silicato o fosfato, tales como el 45S5Bioglass, los cuales
tienen una variedad de aplicaciones en la medicina y
odontologia como andamios para ingenieria de tejidos
6seos??. Esto se debe principalmente a la mejora en las
propiedades fisicas, mecanicas, bioldgicas y en especial a
la capacidad para controlar su estructura y tiempos de
degradacion especificos de acuerdo con el sitio de
implante©,

Dentro de los numerosos estudios que se han hecho, se ha
demostrado que ciertos tipos de vidrios como el
45S5Bioglass contribuyen en procesos fisiol6gicos
importantes, en el caso especifico del 45S5Bioglass, este
vidrio promueve la diferenciacion osteoblastica permitiendo
la regeneracion del hueso. Es por esto que en las
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aplicaciones donde se requiere una alta bioactividad del
material, los vidrios bioactivos son una excelente
alternativa en comparacioén con la hidroxiapatita para el
desarrollo de andamios'©20,

1.1.5 Poliéster-Uretanos

Los poliuretanos son un grupo grande y muy diverso de
polimeros, el cual incluye elastdmeros, materiales
termoplasticos, espumas e ionémeros??, los cuales gracias
a su versatilidad tienen una gran aplicacion en diferentes
industrias tales como la automotriz, textil, constructora,
entre otras. La carrera de los poliuretanos en la medicina
comenzo en los afios 60’s cuando los implantes para senos
fueron patentados por primera vez. Y a partir de ahi han
sido muy utilizados debido a sus propiedades
biocompatibles, bio-estaticas y biodegradables??.

Uno de los usos mas importantes de los poliuretanos en
medicina es la preparacion de implantes para
enfermedades cardiovasculares, para los cuales las
propiedades especificas de los poliuretanos (alta
resistencia mecanica, durezay flexibilidad sin la adicion de
modificadores, y buena hemo-compatibilidad; resultante
del equilibrio hidrofilico-hidrofébico en la superficie) son
muy importantes?..

Sin  embargo, para poder producir poliuretanos
biodegradables, es necesario el uso de monémeros que
sean susceptibles a factores ambientales tales como
PCL?%25, PHA?6-34 PBS3°, PLLA?2, PLGAS35, entre otros, los
cuales contienen grupos éster y junto con polioles como el
PEG son sensibles a la hidrdlisis y son introducidos en la
estructura del poliuretano para construir segmentos
llamados blandos (siendo las partes de los isocianatos los
segmentos duros)?*.
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Al momento de degradarse los poliéster-uretanos pueden
sufrir una escision de la cadena en dos puntos: el enlace
de uretano y el enlace de éster. Se ha sefialado que el
enlace éster es el sitio primario de hidrélisis en los poliéster-
uretanos?®. También se sabe que el proceso de
degradacién de un polimero implica tres fases basicas®®:

1. Incubacién: en esta etapa no hay cambios en el peso
ni en la masa molecular, en este intervalo de tiempo se
da la penetracion de agua hacia la matriz del polimero.

2. Induccion: en este momento hay una disminucion en el
peso molecular y un rapido aumento en el grado de
hidratacion.

3. Erosion: comienza la erosiéon del polimero (pérdida de
peso) y puede haber cambios en la tasa de escision de
la cadena.

Aunque este mecanismo no siempre se da asi, pues
recientemente se ha informado que los constructos de
poliésteres biodegradables grandes se degradan
mediante un mecanismo heterogéneo es decir, la
degradacion se produce mas rapidamente en el centro que
en la superficie®®. Esto se atribuye a la accién auto
catalitica de los grupos terminales de acido carboxilico
pertenecientes a los productos de degradacién que estan
atrapados en la matriz36.

Por otro lado a pesar de las dificultades que se tienen para
estudiar la degradacion del P(3HB) debido a su gran
estabilidad en condiciones fisiol6gicas, en el trabajo de X.
Loh et al.?® reportaron que el segmento blando formado
por P(3HB) con un Mn =1760 y PEG con Mn =2000, 3400,
4600 y 8000 fueron degradados en acido 3-
hidroxibutirico,acido croténico y tetrameros de PEG
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después de 14 semanas. Otros trabajos como el de Xue et
al.3® han demostrado que es posible controlar el grado de
hidrolisis del poliéster-uretano, asi como sus propiedades
mecanicas al variar las cantidades de P(3HB) y PEG .
Una ventaja adicional de estos materiales es que se
pueden obtener diversas morfologias de acuerdo con el
método que se utilice para su obtencién, por ejemplo
Kiziltay et al®>.obtuvieron una estructura altamente porosa
y nanoestructurada por lixiviacién de sal y una especie de
red ordenada por medio de la impresion 3D de
policaprolactona. Por otro lado, Liu et al.?” obtuvieron
andamios nano fibrosos utilizando la técnica de electro
hilado.

Gracias a que estos materiales ofrecen una serie de
ventajas, no solo en los métodos de obtenciéon sino
también en sus propiedades biodegradables, mecénicas y
biocompatibles, se decidié estudiar este nuevo poliéster-
uretano de P(3HB) como un posible candidato para
aplicaciones en ingenieria de tejidos.

1.1.6 Poli (N- ispropilacrilamida) [PNIPAAM]

Es uno de los polimeros termosensibles mas estudiados,®’~
40 debido a que posee propiedades de desprendimiento
bacteriano, esto sucede porque las bacterias requieren
superficies hidrofilicas para poder adherirse. Sin embargo
cuando la temperatura estd por arriba de los valores del
LCST 374%, el PNIPAAmM, sufre una transicién de fase ya
que se rompen los puentes de hidrogeno con el agua,
volviéndose hidrofébico y evitando con esto la adhesion
bacteriana. La temperatura de transicion en copolimeros de
PNIPAAmM puede ser facilmente controlada variando la
proporcion de los monémeros que lo componen#2,
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1.2 Plasma

Debido a que la modificacion superficial de los andamios
con el PNIPAAmM se hara por medio de polimerizacion por
plasma, es necesario conocer un poco sobre este estado
de la materia antes de hablar sobre la técnica de
modificacion de superficies.

El plasma se define como el cuarto estado de la materia en
la secuencia: solido, liquido, gas y plasma y se forma
generalmente cuando &tomos gaseosos son sometidos a
altas condiciones de energia térmica o eléctrica*® lo que da
como resultado una mezcla de especies neutras, iones
(positivos y negativos), especies excitadas y fotones**.

Existen dos tipos de plasma de acuerdo con las
temperaturas relativas de los electrones, iones y especies
neutras*?

1. Plasmas calientes o térmicos: son aquellos en los que
la temperatura tanto de los electrones como de las
especies pesadas (iones, atomos y moléculas) es la
misma?.

2. Plasmas frios o no térmicos: Se caracterizan por el
hecho de que las energias de los electrones libres y de
las especies pesadas son muy distintas. En el plasma
frio, la temperatura de las especies pesadas
permanece siempre cercana a la ambiente®. Este tipo
de plasma es el que mas se usa en el campo de la
polimerizacién, debido a que la mayoria de las veces
se ven involucrados materiales sensibles al calor*346y
sera el método por el cual se modificara la superficie
de nuestro material.
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1.2.1 Polimerizacion por plasma

Se entiende como polimerizacién por plasma a la formacion
de materiales poliméricos bajo la influencia del plasma*’. El
tratamiento de la superficie con plasma consiste, en la
generacion de radicales en la superficie de un polimero con
radiaciones de alta energia formadas al ionizar el gas argén
utilizando radiofrecuencia. Este fenbmeno permite realizar
polimerizaciones por injerto de mondmeros sobre
diferentes materiales. Adicionalmente, esta reaccion
provoca cambios estructurales en las superficies, lo que
afecta las propiedades bio-interfaciales del sustrato. A su
vez, los cambios generados permiten incrementar la
ventana de aplicaciones de los polimeros debido a la
variacion de la hidrofilicidad, porosidad, rugosidad,
funcionalidad quimica y topografia de los materiales.*.

Debido a que las especies ionizadas del plasma poseen
una alta cantidad de energia, son capaces de formar
radicales libres, por lo que ya no es necesario un iniciador
gue ayude a la formacién de los mismos, obteniendo con
esto reacciones muy limpias y una modificacion exclusiva
en la superficie, estas son solo algunas de las ventajas (las
cuales se describen ampliamente en la Tabla 1) que tiene
este método de modificacion de la superficie y a pesar de
sus pormenores los resultados obtenidos a través de éste
método son satisfactorios tal y como veremos mas
adelante en la seccion de resultados.
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Tabla 1. Se muestran las ventajas y desventajas del tratamiento

por plasma.

Ventajas Desventajas

1) Formacion de capas |1) Dependencia del
ultradelgadas. sistema.

2) Buena adhesion al sustrato, la |2) Escalar y convertir a un

3)

4)

5)

6)

deposicion es independiente
de la estructura o tipo de
sustrato.

Buena estabilidad quimica y
durabilidad.

Es posible escoger una serie
de precursores que dan como
resultado un vasto arreglo de

la funcionalizaciébn de las
capas.
Muchos pardmetros de

proceso se pueden usar para
proveer una gran diversidad de
modificaciones superficiales.
Las capas obtenidas son mas
0 menos uniformes.

1.3 Biomateriales
De acuerdo con la Sociedad Europea para Biomateriales
(ESB, por sus siglas en inglés), un biomaterial es una
interfaz entre sistemas bioldgicos que tiene el fin de
evaluar, tratar, aumentar o remplazar cualquier tejido,
érgano o funcién del cuerpo#®-°1. Los biomateriales pueden
ser ceramicos; por ejemplo, la hidroxiapatita o el fosfato de
tri calcio (TCP, por sus siglas en inglés); polimeros
sintéticos como el acido poli -L- lactico (PLLA, por sus

3)

4)

5)

6)

proceso continuo puede
presentar desafios
técnicos importantes.
Los roles especificos de
cada componente del
plasma son dificiles de
separar analizar.

Es dificil predecir las
caracteristicas exactas
del polimero resultante,

especialmente  cuando
se usan moléculas
complejas.

La multifuncionalidad de
la capa puede ser un
problema.

Todo aquello en el rango
del plasma pasara a
formar parte de la capa.
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siglas en inglés), el acido poli glicolico (PGA, por sus siglas
en inglés), el acido poli -L, D-lactico glicolico (PLGA, por
sus siglas en inglés ) o el poli-3-hidroxybutirato [P(3HB)].

Los seres vivos estamos formados de una gran variedad
de materiales®?, los cuales no solo estan organizados en
estructuras tridimensionales, sino que también forman
parte del medio externo proveyendo sefiales a las células
residentes®. De igual forma los biomateriales son
componentes esenciales de tejidos bioartificiales®(por
ejemplo injertos de hueso de P(3HB) o hidroxiapatita). En
este caso pueden ser moléculas de matrices extracelulares
naturales como por ejemplo colageno o bien polimeros con
o sin modificaciones superficiales®:. Los biomateriales
tienen una gran cantidad de funciones, tales como la
interaccion con el tejido circundante del huésped con las
células del constructo bioartificial, por lo que los
requerimientos del biomaterial para su desempefio y
funcién pueden ser diferentes, por ejemplo, para los
materiales que sirven como interfase entre el implante y el
huésped un requerimiento comun es que sean inertes o
gue no exista respuesta inflamatoria después de ser
implantado®l. Los biomateriales pueden ser requeridos
para brindar proteccién inmunoldgica a un implante o para
promover la vascularizacion del constructo bioartificial, tal
es el caso de los vidrios bioactivos, también son utilizados
para mejorar el transporte de oxigeno y nutrientes®?.
Aquellos biomateriales que deban estar en contacto con la
sangre no deben causar coagulacion o mejor aun, podrian
evitarla activamente liberando agentes tromboliticos®!.
Esta tendencia al uso de materiales inteligentes que
provocan respuestas predecibles y controladas involucra

19



en general biomateriales que deben estar en contacto con
varios tejidos®?.

Los biomateriales como sustitutos de un tejido en
ingenieria tisular, sirven como un componente estructural y
proveen una arquitectura tridimensional adecuada para el
constructo®l. Ademas, proveen una matriz tridimensional
que sirve para la proliferacion celular guiada y el control de
la forma del dispositivo bioartificial®*. Cuando un tejido
bioartificial interactia con células, los polimeros usados ya
sean naturales o sintéticos, son importantes para mantener
y promover la diferenciacién celular®!, por ejemplo, cuando
se necesita inducir la neovascularizacion en la matriz
extracelular o bien cuando la matriz se degrada con el
tiempo y es remplazada por la matriz de las propias
células®.

En el campo de los biomateriales, se han hecho numerosos
estudios tanto en la derivatizacion como en las uniones
covalentes de polimeros y péptidos de adhesion®->3, Este
enfoque desea producir superficies que tengan diferentes
compatibilidades de adhesion a tipos de células
especificas®. Estos materiales resultan muy Utiles para los
diferentes requerimientos de los sistemas de ingenieria
tisular®?,

Los biomateriales, juegan un rol crucial en la tecnologia de
encapsulacién celular, ya que este método permite
implantar  exitosamente células que podrian ser
rechazadas por huéspedes inmunosuprimidos®:. Los
sistemas celulares encapsulados tienen un gran potencial
en el tratamiento de desérdenes metabdlicos, resultado de
una produccion patologica deficiente de polipéptidos
relativamente pequefos, como la insulina en el caso de la
diabetes mellitus®®. Las células estan rodeadas de una
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membrana semipermeable que permite a los nutrientes y
metabolitos, incluyendo a los polipéptidos bioactivos
difundirse, pero excluyendo anticuerpos de gran tamafo y
células citotoxicas del paciente®l. El mayor potencial de
éste enfoque con funcion restauradora, se ha mostrado en
dispositivos que contienen células de pituitaria,
paratiroides, timo y mas comunmente islotes
pancreaticos®l. También se ha investigado el implante de
células secretoras de péptidos opioides y catecolaminas
para el tratamiento de dolores crénicos®?.

La ingenieria de tejidos requiere con frecuencia
biomateriales diferentes a los que se utilizan actualmente
en la medicina, la reconstruccion dirigida a tejidos
bioldgicos debe ser estimulada implementando factores de
crecimiento, citocinas y biopolimeros de la matriz
extracelular. Estos materiales deben ser biodegradables
para poder proveer de espacio a las estructuras biologicas
que se producen en el proceso de regeneracion
deseado®!!.

1.4 Ingenieria de Tejidos

Para poder diseiiar un andamio que sea capaz de cumplir
sus funciones es necesario comprender, qué es la
ingenieria de tejidos, cudles son sus principales
componentes y qué relaciones que guardan entre si.

La ingenieria de tejidos o tisular es una rama de la
biotecnologia que aplica principios y métodos de las
ciencias de la vida e ingenieria a través del entendimiento
fundamental de la relacién estructura-funcion en tejidos de
mamiferos (normales y patoldgicos) para el desarrollo de
substitutos biolégicos para restaurar, mantener o mejorar
las funciones del tejido*?52.
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1.4.1 Pilares de la ingenieria de tejidos

Existen tres pilares de la ingenieria de tejidos, también
llamados triada de la ingenieria de tejidos. Los cuales son
las células, los factores de crecimiento o biorreactores y los
andamios o scaffolds como se muestra en la Figura 5.

Ingenieria
de tejidos

~

N

Figura 5. Mapa conceptual sobre los principales factores de la
ingenieria de tejidos.

1.4.1.1 Andamios (Scaffolds)

Son estructuras tridimensionales altamente porosas que
funcionan como soporte para el desarrollo y crecimiento del
tejido, los cuales son reabsorbidos y degradados en
intervalos definidos®4.

Al ser una parte tan importante de la triada, los scaffolds
deben cumplir con ciertas consideraciones para Ssu
elaboracion, las cuales describiremos a continuacion?%4°.
En la Figura 6 se resumen los factores que afectan las
propiedades de los andamios en un cuadro sinéptico.
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Scaffolds

Figura 6. Cuadro sinéptico sobre los factores que afectan a los
andamios.

1. Biocompatibilidad

Las células deben adherirse para funcionar con normalidad
y migrar desde la superficie a traves del andamio y
proliferar antes de descansar en su nueva matriz. El
scaffold no debe provocar reacciones inmunes*® en el lugar
de aplicacion.

2. Biodegradabilidad

Debido a que los andamios no son implantes permanentes,
estos deben ser biodegradables, para permitir a las células
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producir su propia matriz extracelular>®. Los productos de
degradacion, no deben ser toxicos y deben poder salir del
organismo sin interferir con otros érganos.

3. Propiedades mecéanicas

El andamio debe tener propiedades mecanicas
consistentes con el sitio de insercion y debe ser
suficientemente fuerte para permitir la manipulacion
quirdrgica.®® Es importante lograr un equilibrio entre la
arquitectura porosa y las propiedades mecanicas del
andamio para permitir la vascularizacién y la infiltracion
celular, esto es clave para el éxito de un andamio.

4. Arquitectura del andamio

Los andamios deben tener una estructura altamente
porosa e interconectada para asegurar la penetracion
celular y la difusién adecuada de los nutrientes a las
células, asi como los productos de desecho y los de
degradacion. El tamafio de poro es un componente muy
importante, pues las células interactian con los andamios
via ligandos en la superficie del material®’ y cuya densidad
esta influenciada por el area superficial especifica que es
el area superficial disponible a la cual las células pueden
adherirse.

Para cada andamio existe un rango critico de tamafio de
poro el cual varia con el tipo de célula y el tejido, por
ejemplo, los fibroblastos que miden entre 50 y 100 micras,
requeriran una porosidad mayor que un osteoblasto, los
cuales miden entre 20 y 20 micras.

5. Tecnologia de manufactura

Deben ser clinica y comercialmente viable, de la misma
manera debe ser costeable y escalable con buenas
practicas de manufactura y almacenamiento.
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1.4.1.2 Células

El elemento funcional mas importante de un substituto o
constructo en la ingenieria de tejidos es la vida, o sea
células funcionales®. La funcién celular deseada es
especifica de un sistema y puede involucrar uno a mas de
los siguientes puntos®':

v Secrecién de una matriz extracelular.

v Asociacion de las células entre si 0 exdgenas.

v' Polimeros extracelulares en estructuras de
arquitectura tridimensional especifica.

v Biosintesis y secrecion de proteinas en respuesta a
estimulos especificos.

v Actividades metabdlicas especificas.

Las funciones celulares, deben mantenerse por un buen
periodo de tiempo, especialmente si el constructo
bioartificial pretende ser implantado®:. A través de
diferentes procedimientos, las células deben estar
disponibles en cantidades suficientes tanto para la
fabricacion de tejidos bioartificiales como para estudios y
eventualmente para su aplicacién clinica®l. Por otro lado,
las células no deben causar reacciones inmunes adversas
al ser implantadas ya sea debido a que son o se hicieron
inmunocompatibles o porque fueron aisladas del sistema
inmune del huésped®?.

Las fuentes de obtencién de las células pueden ser tanto
de humanos como de animales. Sin embargo, la dificultad
de obtencidn de las células depende en gran medida del
tipo de células que se deseen®!. Por ejemplo, las células
hepaticas son mas faciles de obtener que los islotes
pancreaticos, ya que estas estan distribuidas por toda la
glandula pancreética y representan solamente el 2% de su
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masa®!. Adicionalmente, la disponibilidad de las células
depende de cuales de las células aisladas son capaces de
cultivarse. Por otro lado, identificar y suministrar los
factores de crecimiento necesarios puede ser una tarea
complicada®' ya que el crecimiento celular depende de
igual forma en el estado de la diferenciacion en el que se
encuentren las células. A pesar de que las células no
diferenciadas como los fibroblastos de la piel pueden ser
amplificados en un cultivo, este no es el caso de células
con una diferenciacion terminal como es el caso de
aquellas células endécrinas altamente especializadas®?.
Controlar la diferenciacion en un cultivo puede llegar a ser
desafiante, debido a que los mecanismos y rutas de
diferenciacion tienen varios puntos de bifurcacién, los
cuales no estan del todo definidos®?.

Las células humanas tienen la ventaja de tener una buena
inmunocompatibilidad, especialmente si se utilizan células
del mismo paciente después de ser aisladas de otra parte
del cuerpo para ser cultivadas posteriormente®?.

Las células obtenidas de animales proveen tedricamente
un suministro ilimitado de células para tejidos bioartificiales,
aun si el crecimiento celular no se da en un cultivo, sin
embargo, las células xenogénicas suelen ser rechazadas
por el sistema inmune®?.

Las células modificadas genéticamente también se
consideran en las aplicaciones de ingenieria de tejidos®?,
por ejemplo: tomando células humanas del propio paciente,
las cuales pueden ser modificadas genéticamente ex vivo,
y reinsertadas en un constructo via ingenieria de tejidos®?.
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1.5 Biocapas

Se definen como una matriz cerrada de poblaciones

bacterianas, que se adhieren una a la otra y/o a una

superficie o interfase. Esta definicion incluye floculos y

agregados microbianos, asi como poblaciones que se

adhieren a los espacios porosos.®®°° La formacioén de estas
estructuras representa una estrategia de supervivencia,
incrementan la probabilidad de aumentar el intercambio
genético y la matriz protege a los microorganismos contra
la desecacion, depredadores y toxinas®. Las micro
colonias formadas son la estructura unitaria de las
biocapas, estas son una matriz cerrada de comunidades
bacterianas que pueden ser de una o varias especies®80,

La formacion de las biocapas consta de 5 fases®806! |as

cuales se describen a continuacion y se ejemplifican en la

Figura 7:

1) Fase de Adhesion: En esta etapa las bacterias se
adhieren a la superficie utilizado sus flagelos o fimbrias,
tal es el caso de (P. aeruginosa, V. cholerae, E. coli y
S. enterica) o mediante el uso de proteinas de
superficie, como en el caso de los estafilo,
estreptococos y micobacterias.

2) Fase de proliferacion: Una vez adherida a la superficie,
la bacteria comienza a dividirse formando una micro
colonia.

3) Fase de formacién de la matriz: En este punto la
bacteria comienza a secretar un exo-polisacarido cuya
composicién varia con el tipo de bacteria, por ejemplo,
P. aeruginosa produce una matriz rica en alginato,
mientras que la matriz de S. typhimurium es rica en
celulosa y la de S. aureus en polo-N-acetil
glucosamina.
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4) Fase de liberacion: Por medio de un mecanismo de
supresion genética la colonia que forma la biocapa,
crea individuos que no son capaces de generar el exo-
polisacarido (con frecuencia aproximada de 1 en
1,000,000) lo que les permite escapar de la biocapa y
formar una nueva colonia. Aunque ciertas bacterias
también son capaces de generar enzimas que digieran
la matriz, obteniendo con esto un mecanismo de
liberacion controlada de las bacterias de la biocapa.

5) Fase de propagacion: Una vez liberada la bacteria de
la biocapa, esta busca una nueva superficie para
colonizar.

Figura 7. Esquema de formacién de una biocapa.

A pesar de que las biocapas estan relacionadas
frecuentemente con procesos infecciosos, no son del todo
malas por ejemplo, las biocapas de lactobacilos presentes
en la vagina fermentan el glucégeno generado por las
células epiteliales, logrando con esto disminuir el pH
vaginal  previniendo asi la  colonizacion  por
microorganismos patégenos®?.
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1.5.1 Superficies antibacterianas

Desde 1930 se sabe que la adhesion y proliferacion de
bacterias en superficies artificiales afecta de manera
notable el desempefio de las funciones de las interfases,
estas biocapas se han encontrado en implantes médicos*®,
lentes de contacto®?, sistemas de flujo de agua® y lineas
de petréleo®; los cuales son afectados por la formacion de
estos fenémenos biolégicos*.

Debido a las complicaciones que estas capas suponen
para el desempefio de ciertos sistemas se han desarrollado
métodos para eliminar o reducir sustancialmente la
adherencia y formacion de estas biocapas®. Los esfuerzos
se han concretado en la fabricacion de nuevas superficies
o el mejoramiento del desempefio de las superficies
antibacterianas existentes, por medio de la aplicacion de
recubrimientos y modificando o alterando la arquitectura
superficial®,

Las superficies antibacterianas pueden clasificarse en dos:
antiadherentes y bactericidas, cuyas caracteristicas se
muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Sobre las principales diferencias entre superficies
antiadherentes y superficies bactericidas.

Superficies antiadherentes Superficies bactericidas

1) Rompe las membranas
celulares.

2) Superficies modificadas
con  péptidos  anti-

1) Evitan o0 previenen la
adherencia celular.
2) Topografia desfavorable

para las células : .
L microbianos rompen la
(superficies lisas). . .
P - bicapa celular por lisis,
3) Quimica superficial .
S formacion de poros,
perjudicial para las .
. ataque al citoplasma,
células.

ataque al metabolismo.

1.5.2 Recubrimientos Antiadherentes y Antibacterianos
La aplicacion de recubrimientos superficiales es uno de los
métodos de fabricacion mas utilizados en el desarrollo de
superficies antibacterianas*®. Un recubrimiento superficial,
puede definirse como la construccibn de un material
antibacteriano sobre la superficie de un sustrato*®. Los
recubrimientos son muy utilizados en la industria biomédica
cuando los sustratos requieren mantenerse en ambientes
complejos por ejemplo en la integracion de tejido.

Dentro de las técnicas de modificacion de una superficie
existen dos tipos principales: Las modificaciones quimicas
(polimerizacion, funcionalizacién y derivatizacion) y las
modificaciones fisico-mecanicas (estructuracion mecéanica-
superficial)*2.

1.5.2.1 Modificaciones quimicas

1.5.2.1.1 Modificacién de la superficie por polimerizacion.
Es el proceso donde la superficie es modificada por la
polimerizacibn de un agente antimicrobiano en la
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superficie*®. Este tratamiento también se puede clasificar
como un recubrimiento superficial, y puede llevarse a cabo
por diferentes vias, por ejemplo, unidon covalente o
transferencia atémica de radicales*®.

1.5.2.1.2 Funcionalizacion y derivatizacién de superficies
Los métodos de modificacion superficial se han
desarrollado para incrementar la efectividad de superficies
antibacterianas, este proceso involucra la introduccién de
una cadena hidrofébica larga, cargada positivamente, por
ejemplo, polietilenaminas alquiladas o la introduccién de un
grupo funcional en la superficie via polimerizacion con
iniciadores, catalizadores, reacciones de condensacion o
plasma*®,
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2 Justificacion

A lo largo de nuestra vida, todos hemos llegado a sufrir una
leve quemadura, ya sea por haber tocado algo muy caliente
en la cocina o quizas al planchar nuestra camisa favorita o
alaciandonos el cabello, sin embargo, no todos corremos
con la misma suerte, ya que alrededor de 129,779
mexicanos al afio han terminado en el hospital a causa de
guemaduras®®, de las cuales las quemaduras de segundo
grado son extremadamente dolorosas debido a que no se
destruyen por completo las terminaciones nerviosas. A las
personas que sufren de quemaduras de tercer grado les
toca la peor parte, puesto que este tipo de lesiones
eliminan practicamente el 100% de las células epiteliales
del area afectada, dejando a la persona susceptible a
infecciones y sin capacidad de regenerar su piel®. Estos
lamentables eventos cobraron en México la vida de
109,085 personas tan solo en 201867,

Los cientificos comprometidos con esta causa no han
parado de buscar alternativas para ayudar a las personas
gue se encuentran en esta condicién. A lo largo de los afios
se han encontrado una gran variedad de soluciones para
mitigar los efectos devastadores de las quemaduras en el
cuerpo humano. Los tratamientos actuales van desde
multiples tipos de injertos, por ejemplo: los aloinjertos (piel
proveniente de otro ser humano), xeno injertos (injertos
provenientes de algun animal, generalmente cerdo),
autoinjertos (injertos de piel del propio paciente) y
tratamientos topicos; hasta novedosos biomateriales que
remplazan fisicamente tejido duro o blando de las areas
dafiadas o destruidas®. Sin embargo, estos tratamientos
son costosos, por ejemplo el injerto de piel artificial Epicel
el cual tiene un costo de 30 a 50 USD por cada centimetro
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cuadrado de superficie dérmica®, es por esto que es
necesario seguir en la busqueda de alternativas que
puedan estar al alcance de las personas que necesitan
recurrir a estos tratamientos.

El poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)] ha sido muy estudiado
ultimamente debido a sus propiedades biocompatibles y
biodegradables con varias lineas celulares humanas®%%-71,
y gracias a su versatilidad para trabajar con otros
materiales es una excelente alternativa para enfrentar la
necesidad de materiales que tengan una utilidad en la
ingenieria de tejidos. Por su parte, la poli-n-
isopropilacrilamida (PNIPAAmM) se ha catalogado como un
polimero inteligente y termo responsivo el cual ayuda a
evitar que se formen capas bacterianas en el injerto,
evitando con esto inflamaciones e infecciones en el
paciente’:-"3. Se desconoce si el poliuretano de P(3HB)
modificado con PNIPAAM por polimerizacion inducida por
radiaciones de plasma es una alternativa viable para la
futura preparacion de un apdsito para pacientes quemados.
Por lo anteriormente dicho, en esta tesis se realizaran
estudios que nos ayudaran a comprender la naturaleza de
este nuevo material, sus propiedades fisicas, quimicas, y
su interaccion con células (in vitro) y tejidos (in vivo), para
poder entonces estar en condiciones de sugerir su
aplicacion biotecnolégica.
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3 Planteamiento del problema

El poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)], es el primer miembro de
la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA). Este es un
material biodegradable, bio-compatible, y muy utilizado en
ingenieria de tejidos' "5, Sin embargo, es un biopolimero
relativamente hidrofébico y quebradizo, por lo que se han
reportado multiples publicaciones sobre su modificacion
quimica con el fin de mejorar sus propiedades
mecanicas?63%76-80_ | a sintesis de poliuretanos a partir de
P(3HB) ha demostrado ser una opcién viable para la
preparacion de andamios tridimensionales nano
estructurados'!:’#7>, Sin embargo, una desventaja de su
aplicacion in vivo es la formacion de bio-peliculas en la
superficie del material una vez implantado’?, lo que hace
necesaria la modificacién de la superficie. Se han reportado
en la literatura numerosos trabajos sobre modificaciones de
la superficie de PHA por métodos quimicos®:3, con
plasma®+384+-87  con rayos ultravioleta®®* y con rayos
gamma®~23, buscando mejorar la interaccion de las células
con el material implantado. Se desconoce, si la
modificacion de la superficie de los poliuretanos de P(3HB)
con N-isopropilacrilamida y radiaciones de plasma son una
alternativa adecuada para incrementar la biocompatibilidad
de éste. Una contribucién a la solucion de este problema
seria un aporte cientifico de utilidad practica en la
busqueda de nuevos materiales para ingenieria de tejidos.

¢ Sera posible desarrollar un nuevo tipo de andamio 3D
nanoestructurado, a partir de un poliuretano de poli(3-
hidroxibutirato), modificado en su superficie por radiaciones
de plasma y N-isopropilacrilamida para su uso en
ingenieria de tejidos?

34



4 Hipoétesis

A través de la modificacion superficial de un poliuretano de
poli(3-hidroxibutirato), utilizando radiaciones de plasmay n-
isopropilacrilamida es posible desarrollar un nuevo tipo de
andamio 3D nanoestructurado, cuya composicién quimica
permita mejorar sus caracteristicas para Su uso en
ingenieria de tejidos.

5 Objetivos

5.1 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar un nuevo tipo de andamio
tridimensional nanoestructurado mediante la modificacion
de la superficie con N-isopropilacrilamida injertada
utilizando plasma frio, sobre poliuretanos de poli-3-
hidroxibutirato P(3HB).

5.2 Objetivos particulares

1) Preparar un andamio tridimensional de PU-P(3HB) y
modificar la superficie del andamio con N-
isopropilacrilamida, mediante la polimerizacion inducida
por plasma.

2) Caracterizar la funcionalizacién de la superficie por
medio de la técnica de FTIR, SEM y AFM para conocer
la topografia, morfologia y rugosidad del material
injertado.

3) Caracterizar los andamios modificados con las técnicas
BET y Goniometria para conocer la mojabilidad y la
arquitectura.

4) Evaluar biolégicamente los andamios in vitro mediante
las técnicas de MTT y microscopia de fluorescencia
para determinar la citotoxicidad y viabilidad del material,
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asi como cambios en la morfologia y propagacion de los
fibroblastos en el material modificado.

5) Evaluar biolégicamente los andamios in vivo en un
modelo animal de ratébn y por medio del estudio
histologico de los infiltrados inflamatorios, conocer la
biocompatibilidad del material modificado.

6 Desarrollo Experimental

6.1 Materiales

A continuacion, se enlistan las substancias que fueron
utilizadas para el presente trabajo:

Poli[(R)-3-hidroxibutirato] [P(3HB)]: CAS 29435-48-1, de
Merck (U.S.), origen natural, P.M. 60,000 Da, Lote No.
BCBV5095.

N-isopropilacrilamida: CsH11NO, CAS 2210-25-5, calidad
Merck (U.S) 99%, P.M. 113.16 g/mol, Lote No. J59632730.

Acetato de sodio: C>H3zO2Na, CAS 127-09-3, calidad
Merck (U.S.) 99%, P.M. 82.03 g/mol, p 1.528 g/cm?3, p.f.
300°C, Lote No. A93561280

1,6-Hexametilendiisocianato (HMDI): CsHi12N202, CAS
28182-81-2, Polyform Catalizador 250, P.M. 168.19 g/mol,
p 1.06 g/cm?3, p.e. 37.78 °C Lote N0.19A0861202.

Nanoparticulas de silica: SiO2, CAS 7631-86-9, calidad
Merck (U.S.) 99.5%, P.M. 60.08 g/mol, p 2.4 g/cm3, p.f.
1600 °C, Lote No. MKCJ0272.
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Metanol: CH40O, CAS 67-56-1, calidad Merck (U.S.) 99%,
P.M. 32.04 g/mol, p 0.791 g/cm?, p.e. 64.7 °C, Lote No.
M86374650.

Resina Hidroxilada: Polyform 11000, Mezcla de polioles,
bis(2-etil-hexanoato) de cinc CAS: 136-53-8, p 0.99 g/cm?,
p.e. 37.78 °C, Lote No. 19A0660503.

6.2 Metodologia

6.2.1 Preparacién de los andamios (scaffolds)

Para preparar los andamios se mezclaron: 125 mg de
P(3HB) previamente tamizado a 25um, 125 mg de resina
hidroxilada, la cual contiene el catalizador de Zny 82.5 mg
del trimero de HMDI para producir una masa homogénea a
la que se incluyeron nanoparticulas de silica para una
concentracion de 3% v/v. Una vez homogénea la mezcla
se dividié en partes de 50 mg las cuales se pasaron a un
molde para obtener cilindros pequeiios de 5 mm de
diametro y 1.4 mm de espesor (Figura 8). Los andamios
obtenidos se dejaron reposar durante la noche expuestos
a luz UV para esterilizar el andamio.

== Jamm

Figura 8. Se muestran las dimensiones y geometria de los
andamios de P(3HB).

6.2.2 Modificacion superficial

Se preparo una disolucion de NIPAAm/metanol al 65% p/p
para lo cual se disolvieron 1.5 g de NIPAAm en 1 ml de
metanol. Posteriormente se agregaron dos gotas de la
disolucion en la superficie de cada scaffold antes de ser
expuestas a las radiaciones de plasma. Para el tratamiento
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con plasma, se utilizé el equipo Plasma Prep Ill Plasma
Cleaner®* (Figura 9) al cual se le modificé el portaobjetos
para muestras con éste tipo de geometria. Se us6 argon
como gas ionizable y el equipo fue operado a una
frecuencia de 13.56 MHz y 250 mTorr (0.00025 atm). Cada
muestra fue expuesta al plasma por 1 minuto y se ajusto la
potencia 4 veces en aumentos de 5 watts quedando los
aumentos de potencia de la siguiente manera: P1=5W,
P2=10W, P3=15W y P4=20W.

Figura 9. Portaobjetos y generador de plasma para modificaciones
de superficies.

Los andamios modificados se nombraron de la siguiente
manera: NPO, NP1, NP2, NP3 y NP4 respectivamente,
siendo NPO un andamio del agregado PU-P(3HB) sin
modificaciones superficiales y NPnp=1-4) asignados a los
andamios modificados a los diferentes incrementos de
potencia. La Poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAAmM) que no
logro injertarse en la superficie, asi como el monémero en
exceso Yy el catalizador que quedd como impureza en la
sintesis del andamio, fueron extraidos por medio de un
Soxhlet durante dos horas utilizando metanol como
solvente.
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Para determinar el grado de injerto del PNIPAAmM en la
superficie, se utilizé la siguiente ecuacion:

mf —mi
w(%) = f—_xlOO
m
6.2.3 Caracterizacién
6.2.3.1 Andlisis por espectroscopia FTIR

Para identificar las diferencias entre los grupos funcionales
presentes en el NIPAAm, la muestra sin modificar (NPO) y
las muestras modificadas (NP1-NP4), se utilizé la técnica
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.
Este andlisis se llevé a cabo en un espectrometro Bruker
Vector 33 con reflectancia total atenuada a una resolucion
de 4 cm? y 64 escaneos en modo de transmitancia. Una
pequefia cantidad de polimero (1mg aproximadamente) fue
colocado en el soporte para que pudiera producir una sefal
entre 500-4000 cm™.

6.2.3.2 Microscopia Electronica de Barrido

Se obtuvieron imagenes de microscopio electrénico de
barrido (SEM por sus siglas en inglés) con un (JEOL-JSM-
6060LV) operado a 15 kV.

6.2.3.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La superficie seca de los andamios NPO a NP4 fueron
observados en el microscopio de fuerza atdbmica modelo
JEOL JSPM 4210 en modo Tapping y las sefales fueron
traducidas y analizadas gracias el software JEOLW inspm
para poder obtener una imagen de la topografia superficial
y estimar la rugosidad de la muestra.

6.2.3.4 Andlisis por Goniometria
Se midid el angulo de contacto de una gota de agua en la
muestra para obtener el parametro de mojabilidad de los
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andamios, para esto se utilizé el equipo Pocket goniometer-
PG3. Este estudio se llevé a cabo a temperatura ambiente,
para cada muestra se utilizaron aproximadamente 2 L
(volumen aproximado de una gota) de agua ultra pura (Milli-
Q) y diyodometano (CHzl2). Los dos microlitros de solvente
se dejaron en la superficie con el fin de conocer los angulos
de <contacto en un tiempo de dos segundos
aproximadamente. En este estudio se midio la variacion del
angulo de contacto de una gota de agua hasta que se
alcanz6 el equilibrio con la superficie del material. La
energia libre de la superficie se obtuvo por medio del
modelo Owens-Wendt.

6.2.3.5 Andlisis de porosidad por BET y BJH.

Para conocer la porosidad de las muestras (NPO a NP4),
se sometieron por un analisis de fisisorcion de N2 en el
equipo Minisopr Il. Antes de realizar el estudio las muestras
fueron calentadas a 80°C por 24h y posteriormente se
enfriaron lentamente hasta llegar a temperatura ambiente.
Posterior a la desgasificacion se procedio con la fisisorcion
de nitrogeno (N2) a 77 K (196.15 °C). Para conocer el
volumen total de poro, el area superficial y el diametro
promedio de poro, los datos obtenidos se trataron con los
modelos de Brunauer-Emmett-Teller (BET) y Barret-
Joyner-Halenda (BJH).

6.2.3.6 Estudio de citotoxicidad

El estudio de citotoxicidad para los andamios
tridimensionales de PU/P(3HB) se hizo utilizando la linea
celular humana de fibroblastos (BJ1). Se cultivaron 3x104
células en 250 pL de medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) el cual fue enriquecido con 5% antibiético y 10%
de serum bovino fetal a 37°C y a una concentracion de CO:
del 5% por 24h. Posteriormente se adicionaron al medio
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preparado 10 pL de una disolucién del 5ug/mL de bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT por
sus siglas en inglés). Después de 3 horas de incubacion,
se removié el sobrenadante y los pozos se lavaron
completamente con solucion salina.

Se disolvio el precipitado de Formazan con 200 pL de una
solucién de dimetil sulféxido (DMSO)/ 2-propanol (1:1).
Finalmente, el producto se caracterizd por colorimetria a
570 nm con el uso del lector de absorbancia de microplaca
IMARKTM, Bio-Rad Laboratories, Inc.

6.2.3.7 Estudio de viabilidad celular

Para este estudio se utilizaron fibroblastos dérmicos
humanos (cuarto pase) los cuales fueron aislados de una
muestra de piel obtenida de una abdominoplastia con
previa notificacion y consentimiento del paciente. Las
células se cultivaron en DMEM/ medio nutritivo F-12 de
Ham (Gibco) enriquecido con 10% de serum bovino fetal
(FBS, Gibco) y de penicilina/estreptomicina al 1%.
Posteriormente se sembraron 10,000 células sobre los
andamios y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 24h.
Posteriormente las células se incubaron con celceina y
homodimero de etidio (EthD-01) de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Thermo), para que al ser vistas en
el microscopio de fluorescencia, sea posible distinguir las
células vivas (tefiidas en verde por la calceina) de las
muertas (tefiidas en rojo por el EthD-01) Los fibroblastos
sembrados sobre los andamios se incubaron por 1 hora y
se lavd con una solucion buffer de fosfatos (PBS por sus
siglas en inglés). Posteriormente las células se cultivaron
en medio enriquecido y se observaron en el microscopio de
epifluorescencia (Zeiss). Aquellas células positivas a la
calceina y EthD-1 fueron contabilizadas utilizando el
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software ImageJ. Para evaluar diferencias significativas
entre las muestras (NPO y NP4) se hicieron un analisis de
varianza ANOVA y la prueba post hoc de Tuckey.

6.2.3.8 Estudio de biocompatibilidad

Para este estudio, se usaron 12 ratones macho los cuales
se obtuvieron de la Unidad de Produccion y Experimental
de Animales de Laboratorio (UPEAL [Cinvestav, México]),
de entre 20-25 g. Los ratones se mantuvieron en
condiciones standard de laboratorio por dos semanas. Al
momento de la operacion, los ratones adultos que pesaban
entre 40 y 45 g se anestesiaron por inhalacion con
isofluorano (1% en O3).

Para la operacion se rasur6 el lomo de los ratones y éste
fue sanitizado con una solucién de yodo; posteriormente se
procedié a hacer una incisién de aproximadamente 1.5 cm
con bisturi. Con las pinzas de diseccion se separd una
porcién de la piel formando una especie de bolsa para
implantar el andamio, entonces se inserté un andamio de
poliuretano de P(3HB) sin modificar del lado izquierdo y
uno modificado con PNIPAAm del lado derecho. Luego del
implante, se cerré la incisiébn utilizando suturas 5/0
Dermalon™ (Covidien Lanceta HG, México). Se administr6
0.1 ml de una soluciéon de fentanilo (25 pg/ml), como
analgésico antes de ser regresados a sus cajas.

Las muestras injertadas se extrajeron a los 3, 7,14 y 21
dias, para lo cual se sacrificaron los ratones por inhalacién
de CO2. Los andamios, asi como el tejido asociado fueron
removidos para el andlisis histolégico.

Las muestras recolectadas se sometieron al proceso de
fijacion en solucion salina de fosfatos (PBS, por sus siglas
en inglés) a 4°C durante 72 h. Transcurrido este tiempo las
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muestras se deshidrataron progresivamente
sumergiéndolas durante 1 hora, con agitacién leve, en
disoluciones de etanol al 80%, 90%, 95% y 99%.
Posteriormente las muestras se sumergieron durante 1
hora en una solucion de etanol/xilol en proporcion 1:1y xilol
al 100%. Finalmente, las muestras se sumergieron 2 veces
en parafina durante 1 hora a 55°C y se incluyeron en un
casete de histologia en el cual fueron encostradas. Con un
micrétomo se cortaron secciones de aproximadamente 5
MM y se tifieron con hematoxilina y eosina, de esta manera
es posible conocer la respuesta inflamatoria y la
vascularizacion del injerto (scaffold).

Este experimento fue aprobado por el comité de ética del
Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra
Ibarra (INR LGII).
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7 Resultados y analisis de resultados
De acuerdo con la literatura, el compuesto P(3HB)-PU se
sintetiza de la siguiente manera:

1.

El alcohol forma un enlace de coordinacion a través
del oxigeno con el catalizador organometalico bis (2-
etilexanoato) de zinc.

El hexametil-diisocianato también se coordina con el
zinc a través de nitrégeno del grupo isocianato y uno
de los pares electronicos N=C se va hacia el nitrégeno
para ayudarlo a recuperar el octeto.

Resultado del paso anterior, queda un carbocation, el
cual se enlaza con el par libre de electrones del
oxigeno del alcohol, para recuperar el octeto, y el
enlace de coordinacion del alcohol con el zinc se
recupera para estabilizar al oxigeno. Sin embargo,
como el octeto del oxigeno aun no estd completo,
entonces el mismo atrae la carga del enlace O-H,
dejando una carga parcial positiva en dicho enlace, el
cual se estabiliza con uno de los pares electronicos del
carbonilo, liberando al hidrégeno, y como
consecuencia queda el oxigeno con el par electrénico
completado su octeto.

Ya que en la especie C=0H, el enlace con el hidrégeno
es muy inestable, el oxigeno atrae toda la carga
electrénica, y el hidrégeno migra para enlazarse con el
nitrégeno, el cual se desenlaza del zinc para recuperar
el octeto. Estos pasos se repiten hasta formar una red
entrecruzada.

Para producir la pelicula antibacteriana el poliuretano
de poli(3-hidroxibutirato) [PU-P(3HB)] es sometido a las
radiaciones de plasma en presencia de una disolucion
del monémero (NIPAAmM) en metanol. De esta forma se
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forman radicales sobre los segmentos lineales de la
cadena polimérica: Los posibles sitios de formacion de
los radicales se muestran en los sitios marcados por las
flechas azules. De la misma forma, el plasma forma
radicales de NIPAAm, los cuales reaccionan entre si,
para dar lugar a oligébmeros, los cuales reaccionaran
con radicales formados en las cadenas del PU-P(3HB)
dando lugar a la nueva superficie modificada, tal como
se muestra en la Figura 11. La modificacion con
PNIPAAmM es posible debido al bajo punto de fusion del
monomero y a la rapidez de reaccion.

6. Finalmente se obtiene el andamio modificado el cual
debido a la triple funcionalidad del THMDI y la doble
funcionalidad del P3(HB) y el PEG se obtiene una red
entrecruzada que al ser tratada con el plasma da como
resultado una estructura similar a la que se muestra en
la Figura 12.

A continuacion, se representa el mecanismo de reaccion
para la sintesis de los andamios en las Figuras 10y 11.
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Figura 10. Mecanismo de reaccioén propuesto para la sintesis de
los andamios.

46



ey i) :
A O L O A Y Y
L e e e A

©
Poli-N-isopropilacrilamida
(PNIPAAm)

Figura 11. Se muestran con flechas azules los sitios donde es
posible injertar la poli-N-isopropilacrilamida [PNIPAAM] al ser
sometido al tratamiento por plasma.
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andamio de poliester-uretano nanoparticulas de silice andamio de poiiester uretano compuesto

Figura 12. Estructura del compuesto Poliuretano-Poliéster
injertado con Poli-n-isopropilacrilamida [PNIPAAM]. También se
muestra la forma final del andamio.

Las nanoparticulas de silice se agregan debido a que
ayudan a la diferenciacién celular de acuerdo con la
bibliografia consultada en el apartado de materiales
compuestos de P(3HB) en los Antecedentes.

El catalizador que queda como impureza en la sintesis es
removido haciendo lavados con metanol con la ayuda de
un Soxlet posterior al tratamiento con plasma.

7.1 Caracterizacion fisicoquimica

7.1.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
Consiste en interpretar las sefiales de absorbancia o
transmitancia, que son arrojadas por una muestra, despues
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de ser irradiada por un haz de luz infrarroja, esto con el fin
de conocer los grupos funcionales de la molécula. A
continuacion, se muestran los espectros IR para las
muestras modificadas (Fig. 13) y sin modificar (Fig. 15), asi

como el espectro de la especie injertada (NIPAAm) (Fig.
14).

| NPO— ——,
I
NPp——

BE! - S
= NP2 —
5
c
8
£
G NP3
o
|_

NP4

I ' I v I 4 ) ' I v I ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
viem'
Figura 13. Grafica donde se muestran los espectros infrarrojos de
las muestras modificadas NP1, NP2, NP3 y NP4 comparadas con
la muestra no injertada NPO.
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Figura 14. Espectro infrarrojo para el monémero N-lsopropilacrilamida (NIPAAm), se observan las

bandas:

: 3281 cm'l, Banda asociada al estiramiento del enlace N-H del grupo amida.

: 3072, 2970, 2877 cmt, Bandas asociadas al estiramiento del enlace C-H.

: 1660 cm-l, Banda asociada al estiramiento del doble enlace C=C.

: 1621 cmt, Banda asociada al estiramiento del enlace C=0 del grupo carbonilo (Banda | Amida)
: 1542 cm -1, Banda asociada a la flexion del enlace N-H (Banda Il amida)

: 1455, 1408 cm, Doblete asociado a la flexion del enlace C-H del gem dimetilo
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Espectro de la muestra NPO
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Figura 15. Espectro infrarrojo para la muestra sin modificacion de la superficie NP0.se observan las

bandas:

: 3523-3180 cm?, bandas asociadas al estiramiento del enlace N-H del grupo amida.
: 2973, 2933 cm'l, bandas asociadas al estiramiento del enlace C-H.

: 1723 cm-?, banda asociada al estiramiento del enlace C=0.

: 1456 cm-l, banda asociada al estiramiento del enlace C-N del anillo del trimero.

: 1370 cm1, banda asociada al estiramiento del enlace C-N del anillo del trimero.

: 1283 cm!, banda asociada al estiramiento del enlace C-O del grupo éster.

: 1051 cm®: banda asociada al estiramiento del enlace C-O del grupo anhidrido.

: 2270 cm: banda ausente caracteristica del grupo isocianato.
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Para confirmar la estructura propuesta, se hizo un analisis
espectroscopico de infrarrojo por transformada de Fourier,
el cual reveld lo siguiente:

Para los andamios sin modificar (NPO), se encontré una
banda intensa en 1723 cm™ que estd asociada con el
enlace C=0 del grupo carbonilo (Figura 15 inciso C),
presente en los grupos uretano, éster y anhidrido®,
también un doblete en 3523-3180 cm, asociado al
estiramiento del enlace N-H del grupo amida y uretano,
este enlace produce una sola sefial en 3180 cm debido a
que se trata de una amida secundaria. Sin embargo el
doblete se explica por la formacién de una amina primaria®®
derivada de la reccién del uretano con el agua del ambiente
(Figura 15 inciso A).

Las bandas en 1456 cm, -1370 cm™, pertenecen a las
interacciones N-C(=0O) y N-C(R’) del anillo del trimero
(Figura 15inciso Dy E).

Es posible notar una banda en 1051 cm, asociada a la
formacion del grupo anhidrido (Figura 15 inciso G) al
reaccionar el PHB con el isocianato y formar el poliester-
uretano® deseado. Adicional a esto, la ausencia de la
banda en 2270 cm™ la cual es caracteristica del grupo
isocianato (N=C=0), prueba que el HMDI reacciona por
completo.

Para el monomero N-isopropilacrilamida (NIPAAm), se
aprecia una banda en 1660 cm™ correspondiente a las
vibraciones del doble enlace C=C (Figura 14 inciso C). Por
otro lado, las sefales en 3281, 1621 y 1542 cm®
corresponden a las vibraciones del grupo amida R—CO-
NH:2 (Figura 14 incisos A, D y E) y aquellas bandas en 1455
y 1408 cm™ representan las vibraciones del gem dimetilo
(Figura 14 incisos By F).



Posteriormente para las muestras modificadas (NP1 a
NP4) no se observé la banda en 1660 cm™ del enlace C=C
del grupo acrilato del monémero y que junto con los
resultados del AFM, goniometria, grado de injerto y
pruebas in vivo (los cuales explicaremos mas adelante)
proporcionan evidencia solida de que el NIPAAm fue
injertado exitosamente por medio del plasma.

Por otro lado, la intensidad relativa de la banda en 3180
cm1, aumenta con respecto a la de 3523 cm™ y la sefial del
doblete se ve mas ancha, esto se puede deber a la
formacion de puentes de hidrogeno intra e intermoleculares
debido al grupo amida del NIPAAm injertado.

7.1.2 Estudio de microscopia SEM

Esta técnica de microscopia electrénica permite obtener
imagenes de alta resolucion de una superficie, por medio
de las interacciones electron-materia. A continuacion, se
presentan microscopias de las muestras NPO a NP4 (Fig.
16). Aunque no se observaron diferencias importantes en
la morfologia del andamio, lo cual indica que la estructura
porosa se mantiene, esto es bueno ya que la capacidad de
proliferacion celular dentro del poro no cambia.

Sin embargo estos resultados son diferentes de los que se
observan en el trabajo de Gonzalez et al¥’. (Fig. 17) en el
cual se injerta P(3HB-co-3HV) con HEAA 'y es posible notar
que el polimero sin modificacién de la superficie es mas
bien liso (Fig. 17 incisos A, B, C), en cambio al llevarse a
cabo el injerto de HEAA por medio del plasma hay un
cambio evidente en la morfologia superficial del andamio
(Fig. 17 D-l). La Figural?7 se cita en este trabajo con la
autorizacion del Dr. Gonzélez.
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Figura 16. Imagenes SEM de las muestras NP0 a NP4 a 7,000
aumentos. A) NP0, B) NP1, C) NP2, D) NP3 y E) NP4.

Figura 17. Micrografia SEM del trabajo de Gonzalez et al°’. donde
muestran el polimero pristino (A, B y C) el polimero sin injertar
después del tratamiento con plasma (D, E y F) y el polimero
injertado con HEAA por medio del plasma (G, H e I) en aumentos
de 1000x, 2500x y 5000x de izquierda a derecha.
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7.1.3 Estudio de microscopia AFM

Esta técnica mecéanico-optica, forma imagenes de una
superficie gracias a una sonda la cual recorre la muestra
linea por linea, escaneando la superficie en funcién de la
posicion y generando con esto una imagen de la topografia
de la muestra. En la Figura 18 se muestran las imagenes
del AFM para las muestras NPO a NP4.
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Figura 18. Imagenes AFM de las muestras NPO (a,f), NP1 (b,g), NP2
(c, h), NP3 (d,i) y NP4 (e,j).

“
o
2
®

< R

La topografia del material vista por medio del microscopio
de fuerza atdbmica (AFM por sus siglas en inglés), nos
revela que, en la muestra NP1 se observa una superficie
mas uniforme con respecto a la muestra sin tratar NPO.
Por otro lado, podemos notar que conforme aumenta la
potencia del tratamiento con plasma la superficie se vuelve
cada vez mas irregular tal como se puede apreciar en las
muestras NP2 y NP3 adicionalmente podemos observar
gue a potencias mayores la superficie se alisa, tal es el
caso de la muestra NP4, esto se atribuye a la erosion de la
superficie debida al plasma.
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7.1.4 Porcentaje de NIPAAm injertado

Este analisis consiste en obtener por diferencia de masa la
cantidad de polimero injertado, midiendo con una micro
balanza la masa del polimero antes del tratamiento con
plasma y al final de los lavados Soxlet, a continuacion, se
presenta una grafica donde se representa el porcentaje de
injerto con cada muestra.

12
11

Grado de injerto / %

NP1 NP2 NP3 NP4
muestra

Figura 19. Grafica de barras donde se ve el grado de injerto de
cada una de las muestras.

Los asteriscos (*) en la grafica son un recurso didactico que sirven
para indicar una comparacion entre los valores de cada grupo de
resultados.

De la Figura 19 donde se muestra el porcentaje de NIPAAmM
injertado, por medio del plasma, en la superficie de los
andamios a diferentes potencias, se puede observar que el
grado de injerto es pequefio comparado con otros trabajos
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como el de Keen et al. donde se injertaba PHBV con
etilendiamina por medio del tratamiento con plasma,
obteniendo rendimientos del 7 al 42 por ciento®’. Sin
embargo el porcentaje de injerto en esta tesis es
ligeramente mayor al que se reporta en el trabajo de
Gonzalez et al. donde el grado de injerto present6 valores
entre 0.17 y 3.9 %, al injertar P(3HB-co-HV) con HEAA por
medio de radiaciones de plasma®’. Comparado con otras
técnicas que involucran ondas de alta energia, el
tratamiento de PHBHV con HEMA por medio del
tratamiento UV presente en el trabajo de Hoi-Kuan et al.
presentd rendimientos de hasta 20 %% los cuales son
mayores que los presentados con el método de esta tesis.
Aunque como podremos ver mas adelante a pesar del bajo
grado de injerto las pruebas biol6gicas son prometedoras.
También es posible notar que el grado de injerto tiende a
disminuir conforme aumenta la potencia, esto se debe a
que al aumentar la potencia del plasma la superficie
comienza a erosionarse y por lo tanto la cantidad de
polimero que logra injertarse es menor, de igual forma es
posible observar que todas las muestras difieren
significativamente entre si. NP1 muestra el porcentaje mas
alto [w (%) = 8.5], seguido de NP2 [w (%) = 6.2], NP4 [w
(%) = 4.8] y finalmente NP3 [w (%) = 3.2]. Adicional a esto
es posible notar que valor del grado de injerto de la muestra
NP4 aumenté ligeramente en comparaciéon con NP3. Este
resultado puede explicarse en parte porque w (%) se
obtiene por balance de masa, pero no tiene en cuenta la
longitud de las cadenas injertadas de PNIPAAmM en la
superficie ni la distribucion de los oligémeros injertados, asi
como la formacion de agregados y la degradacion foto-
inducida.
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7.1.5 Goniometria

Esta técnica consiste en medir el &ngulo de contacto entre
un liquido (generalmente agua) y la superficie del andamio
y de esta manera obtener la mojabilidad de un material, en
la Figura 20, se puede apreciar el cambio del angulo de
contacto con respecto a la potencia del plasma con el que
fue tratada la muestray en la Tabla 3 se muestran los datos
obtenidos con el método de Owens-Wendt para los
andamios de PU-P(3HB).
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Figura 20. Resultados del estudio de goniometria.
Los asteriscos (*) en la grafica son un recurso didactico que sirven

para indicar una comparacion entre los valores de cada grupo de
resultados.
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Tabla 3. Angulo de contacto estaticos y energias de superficie
para las muestras NP0-NP4.
Muestra | 6.(H,0)[]] | 6.(CH:L5)|  vd s ¥s

NPO 119.5+2.4 | 49.8£15 | 46.5+£0.9 | 2.9+0.1 | 49.4+05
NP1 106.1+£2.2 | 44.3+13 | 46.8+1.4 | 4.6+0.2 | 51.4+0.8

NP2 98.2+1.9 41.2+1.2 | 46.5£1.3 | 54403 | 51.9+0.8
NP3 83.6 £1.7 | 34.7£1.2 | 47.3+14 | 5.74£0.3 | 53.1+0.6
NP4 81.2+1.6 33.6+1.3 | 47.8£1.4 | 6.1£0.3 | 53.9+0.6

De las medidas de los angulos de contacto estaticos y las
energias de superficie estimados por el modelo de Owens-
Wendt que se muestran en la Tabla 3, es posible observar
gue la muestra NPO tiene una diferencia significativa en el
angulo de contacto con respecto a las muestras injertadas.
También podemos notar que los &ngulos de contacto de las
muestras injertadas tienen una tendencia a disminuir
conforme aumenta la potencia (Figura 20), esto se puede
explicar por la hidrofilicidad de la molécula injertada
(NIPAAmM) y el cambio de topografia tal como se muestra
en la imagen de microscopia de AFM (Figura 18) donde se
ve que al aumentar la potencia del plasma hay un efecto de
alisamiento (degradacion foto inducida) en la superficie del
andamio (Figura 18 incisos D y E) tendiendo a un régimen
tipo Wenzel (en el cual la superficie se moja
completamente) por lo que el angulo de contacto
disminuye, mientras que en la muestra NP1 debido a que
la topografia de la muestra es mas rugosa(Figura 18
incisos A y B), puede tender a un régimen de tipo Cassie-
Baxter (presencia de burbujas de aire en las cavidades del
material) por lo que el angulo de contacto es mayor que el
del resto de las muestras injertadas. Por lo que podemos
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decir que el tratamiento con plasma contribuye a que la
superficie aumente su hidrofilicidad, esto se debe tanto a la
hidrofilicidad de la molécula injertada (NIPAAmM) como al
cambio de la topografia.

Podemos notar ademas, que la tendencia decreciente de
los angulos de contacto y las tendencias crecientes del
componente dispersivo (y%), el componente polar (ysP) y los
yS, son consistentes con el aumento en el grado de
hidrofilia.

7.1.6 Estudio de porosidad BET

Este estudio consiste en permitir la adsorcién de un gas,
generalmente nitr6geno, en una muestra. Con los
resultados obtenidos se hacen correlaciones matematicas
por medio de modelos como el de Langmuir, BET, BJH,
entre otros, lo que permite conocer la arquitectura porosa
del andamio. En las Figuras 21 y 22 se observan las
graficas de adsorcién y desorcion de Nitrégeno para cada
uno de los andamios.
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Figura 21. Isoterma de adsorcidon-desorcion de N2 de las muestras

NPO-NP4.
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Figura 22. Distribuciones de tamaiio de poro de los andamios.

Tabla 4. Donde se muestran: area superficial, volumen de macro y
microporo, porcentaje de porosidad y diametro de poro.

Muestras | Seer (m2g~") (cn:g;-ﬂ (cn:%_”
NPO 3.15+0.09 0.027+0.001 0.7240.001
NP1 4,28+0.13 0.023+0.001 0.98+0.002
NP2 3.3940.10 0.024+0.001 0.780.001
NP3 4.21+0.13 0.027+0.001 0.9740.001
NP4 4.86+0.15 0.026+0.001 1.12+0.031

Muestras (:/Do ) (r?n:)
NPO 14.2+0.56 34.184+1.03
NP1 9.6+0.38 21.52+0.64
NP2 4.540.19 28.731+0.86
NP3 9.84+0.39 25.651+0.77
NP4 13.1+0.42 21.55+40.65
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Las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno y las
distribuciones de tamafio de poro de los andamios
compuestos de PU se muestran en las Figura 21 y 22, en
las cuales se puede observar que se presenta una isoterma
tipo V con un circuito de histéresis tipo H4, lo cual de
acuerdo con la IUPAC® indica que la estructura es
mesoporosa y que la distribucion de tamafio de poro es
estrecha. También es podemos notar que la distribucién del
tamafio de poro es similar para todas las muestras
injertadas el cual tiene un valor promedio de 24 nm como
se muestra en la Tabla 4 lo que confirma la estructura
mesoporosa. Adicionalmente podemos ver que el
porcentaje de porosidad y el diAmetro de poro sugieren una
disminucién en el compuesto injertado en comparacién con
el polimero puro (Tabla 4) esto es de esperarse ya que
después del injerto es posible que algunos poros se hayan
cerrado o bien que haya disminuido su diametro debido a
las cadenas de NIPAAm injertadas. Sin embargo, esto no
es preocupante ya que, a pesar de la disminucién en el
diametro, la estructura mesoporosa Sse mantiene
permitiendo la proliferacién celular dentro del andamio.

Lo antes mencionado concuerda con lo obtenido en el
trabajo de Zhao S. *° en el cual se obtuvieron andamios de
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)
(P(3HB)P(3HB)HHXx) de estructura mesoporosa y se
obtuvieron buenos resultados bioldgicos con este tipo de
morfologia. El material utilizado por Zhao pertenece a la
familia de los PHA tal como el P(3HB) utilizado en el
presente trabajo.
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/ EthD-1

7.2  Caracterizacion Biologica

7.2.1 Estudio in vitro (citotoxicidad)

El estudio de viabilidad celular de fibroblastos dérmicos
humanos (FDH) sobre los andamios de PU/P(3HB)
correspondientes a las muestras NPO-NP4 nos muestran lo

siguiente:
' NPO

Figura 23. Micrografia de fluorescencia de los ensayos de

viabilidad celular sobre polimeros compuestos de PU/P(3HB)
para fibroblastos dérmicos humanos después de 24 h de cultivo
sobre los andamios modificados, en verde se muestran las células
vivas tefiidas con calceina y en rojo las muertas tefidas con
homodimero de etidio-1. Los circulos en rojo muestran las células
muertas en el campo.

Micrografias de fluorescencia

Consisten en tefiir las muestras con Calceina y EthD para
que al momento de verlas al microscopio sea posible
diferenciar las células vivas, las cuales seran pintadas de
verde por la calceina, de las muertas, las cuales seran
pintadas de rojo por el EthD.

De las micrografias de fluorescencia (Fig. 23) podemos
notar que no se observan efectos téxicos inducidos por las
muestras pues la cantidad de células muertas que se
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observan es pequefia, estos resultados concuerdan con los
de las pruebas de MTT (que se explicaran mas adelante).
También se observa por las proyecciones citoplasmaticas
de los HDF en las muestras NPO y NP1, que mostraron una
morfologia extendida (esto quiere decir que los HDF tienen
mayor afinidad por la muestra NP1, la cual presenta el
mayor porcentaje de injerto),mientras que las células del
resto de los compuestos mostraron una apariencia algo
redondeada y corta, lo que indica que NPO y NP1 son mas
permisivos para la adhesion de las células las cuales se
extienden y aplanan de una manera mas facil sobre este
tipo de superficies.

0.24 4

0.20 4

0.16 4

0.12

0.08

Absorbancia / nM

0.04 4

0.00 -
control NPO NP1 NP2 NP3 NP4

Figura 24. Grafica del ensayo de MTT de los andamios sin (NP0) y
con modificacion (NP1-NP4) de la superficie. Los analisis

estadisticos se realizaron utilizando analisis de varianza via
ANOVA.

Del ensayo de citotoxicidad MTT el cual consiste en la
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
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2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizado por la encima
mitocondrial succinato deshidrogenasa, permitiendo asi
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas y de esa forma medir la supervivencia celular,
podemos observar que el valor de absorbancia de las
muestras NPO a NP4 con respecto al control es casi
idéntico, tampoco se encuentran diferencias significativas
para el efecto no citotoxico inducido por las muestras, ya
sea por el polimero base o por el NIPAAm injertado(Figuras
23-26). Adicionalmente podemos ver que los andamios
(NPO a NP4) permiten el crecimiento de la mayoria de los
fibroblastos (> 98%) después de 24 h.

100 — T — =

[ vivas

- muertas

% de células
(4]
(=]

0 1 1 1 ] ] * 1 -?- 1 *.
NPO NP1 NP2 NP3 NP4

Figura 25. Analisis de viabilidad Celular para los andamios con
(NP1-NP4) y sin modificaciéon (NP0) de la superficie. El porcentaje
de células vivas y muertas se determiné utilizando el software
ImageJ.

El ensayo de viabilidad celular el cual consistié en obtener
el porcentaje promedio por campo de células vivas (color
verde) y muertas (color rojo) (Fig. 23) observadas en el
microscopio de fluorescencia, este ensayo mostré que hay
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un pequeiio porcentaje de células muertas en las muestras
NP2, NP3 y NP4, las cuales se pueden observar en los
circulos color rojo de la Figura 23, a pesar de esto, como
se observa en la Figura 25, la cantidad de células vivas es
mucho mayor que la de células muertas para todas las
muestras lo cual concuerda tanto con las micrografias
como con el ensayo MTT.

150+
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NUumero de células
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[
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Figura 26. Grafica del numero de fibroblastos dérmicos humanos
por campo microscoépico en las muestras de NP0-NP4.

Los asteriscos (*) en la grafica son un recurso didactico que sirven
para indicar una comparacion entre los valores de cada grupo de
resultados.

Otra manera de cuantificar las células vivas y muertas se
muestra en la Figura 26 en la cual se muestra el nimero de
células por campo microscopico para cada una de las
muestras de esta manera es posible ver que existe una
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diferencia significativa en el nimero promedio de HDF por
campo de microscopio entre las muestras tal como se
muestra en la Figura 26 siendo que en los andamios NP2,
NP3 y NP4 disminuyeron el nUmero de células por campo
en comparacion con NPO y NP1. Por otro lado, la muestra
NP1 exhibe un ligero aumento en el crecimiento celular con
respecto a NPO.

La disminucién de la adhesién celular y el crecimiento con
el aumento de la hidrofilicidad de la superficie concuerdan
con el injerto de acrilamida inducido por la radiaciéon
plasmatica en poli (3-hidroxioctanoato) asi como una
mayor interaccion con la célula de ovario de hamster chino
en el trabajo de Kim H.84. Del mismo modo, los sustratos
de poli (acido 3-hidroxibutirico-acido co-3-hidroxivalérico)
tratados con plasma de nitrogeno en el trabajo de Lucchesi
C.19 muestran una mejor fijacion, propagacion y
crecimiento de fibroblastos en matrices con hidrofilia
moderada.

7.2.2 Estudio de biocompatibilidad in vivo

Figura 27. Tincion histolégica de las muestras NP0 y NP1.
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Las muestras NPO (incisos a, b, c y d) y NP1(incisos e, f, g y h)
fijadas en parafina, a los 3 (incisos a y e), 7 (incisos b y f), 14
(incisos c y g) y 21 dias (incisos d y h). Las flechas rojas apuntan
a la presencia y homogeneidad estructural de ambos andamios.
Las flechas verdes (Figura a y h) muestran la interfaz del tejido y
la piel del ratén CD1. Las flechas azules resaltan la apariciéon de
tejido fibroso e infiltrados inflamatorios en la periferia de los
polimeros.

A través de las imagenes de la tincion histologica de
andamios compuestos de PU-P(3HB) podemos observar
que, a los tres dias de implantacién subcutanea, la muestra
NPO revela una respuesta inflamatoria menos grave en
comparacion con la muestra NP1 (Figura 27 incisos Ay E).
Esta tendencia se observa durante tres dias subsecuentes
a la implantacién subcutédnea (Figura 27 incisos By F). Sin
embargo, después de 14 dias de implantacion la muestra
NPO exhibe una respuesta inflamatoria mas aguda que
NP1 (Figura 27 incisos C a H). Por lo tanto, a largo plazo,
las muestras tratadas con plasma tienen una aceptacion
mas amplia por el tejido circundante en comparacion con el
PU-P(3HB) no tratado. Adicionalmente, la presencia de
tejido fibroso que rodea los poliuretanos muestra que las
células penetran en los microporos del material.
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)
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h)

Conclusiones

La superficie de los andamios compuestos de
poliuretano P(3HB) puede modificarse con NIPAAmM
mediante la polimerizacion de injerto inducida por
radiacion de plasma

A partir de los resultados obtenidos del FTIR, el cambio
del angulo de contacto, el balance de masa y las
diferentes respuestas bioldgicas es posible deducir que
las  muestras NP1-NP4 fueron  modificadas
exitosamente con NIPAAmM.

Las propiedades bio-interfaciales de los compuestos
estan influenciadas por el cambio en los poderes de
administracion del tratamiento con plasma.

La superficie de los andamios se volvié més hidrofilica
después del injerto de PNIPAAmM.

Los grupos funcionales determinados por la técnica
FTIR corresponden con la estructura molecular
propuesta.

Se obtienen bajos grados de injerto (hasta 9%) para
los productos.

La superficie de los andamios modificados depende en
gran medida de la potencia del plasma de Argon.

Las propiedades hidrofilicas/hidrofébicas se puede
ajustar con la potencia del plasma la cual debe
permanecer dentro de un intervalo (5 y15 W) que no
afecte la integridad del andamio.

El andlisis de textura mostrd que las areas de superficie
BET y los pardmetros de poro no cambiaron
significativamente después del tratamiento con
plasma.
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K)

Todos los andamios revelaron ser no toxicos y con una
alta viabilidad de fibroblastos in vitro. Sin embargo, la
muestra NP1 ha demostrado una capacidad superior
para mejorar la fijacion de fibroblastos, la propagacion
de la adhesion y el crecimiento en comparacion con las
muestras no tratadas o tratadas con una mayor
potencia de suministro de plasma de Argoén.

Los resultados de los estudios in vivo sugieren que las
estructuras modificadas por plasma son
biocompatibles y probablemente impidieron la
formacion de biopeliculas, ya que se ajustan mejor
para implantarse por via subcutdnea en el modelo de
ratones Cdl. Los materiales modificados lograron una
mejor aceptacion, como lo demuestra una respuesta
inflamatoria menos severa en comparacién con los
andamios sin modificar a los 21 dias de la implantacion.
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9 Perspectivas

De acuerdo con lo expuesto por este trabajo, es facil
determinar el —¢ Qué sigue? — de esta investigacion. De
acuerdo con los resultados obtenidos, para el mecanismo
de reaccion, es necesario realizar un analisis de
espectrometria de masas para complementar la
informacion acerca de la estructura quimica del andamio.
En cuanto al tratamiento por plasma todas las muestras se
sometieron al plasma en intervalos de tiempo iguales (1
min) por lo que se propone hacer pruebas a diferentes
tiempos con los valores de potencia (5, 10, 15y 20 W) fijos
para obtener una combinacion donde se injerte la mayor
cantidad de NIPAAm, seria interesante ver si con una
mayor cantidad de injerto ocurren cambios notables en la
morfologia al ser vista por SEM, como afecta esto la
porosidad del andamio y si la respuesta biolégica sigue
siendo favorable.

Por otro lado al momento de realizar el implante de los
andamios en los ratones, el veterinario Hugo Lecona
menciono6 que los andamios eran un poco duros, los cual
me lleva a reflexionar, que la literatura menciona, que es
deseable que los andamios tengan propiedades
biomiméticas, por lo que se propone utilizar el HMDI en su
forma lineal en lugar de utilizar un trimero, de esta manera
evitariamos la formacion de una red entrecruzada, lo cual
tendra un impacto en las propiedades del polimero, otra
alternativa seria probar con un isocianato y un poliol
diferente. Otra alternativa interesante seria probar
diferentes métodos de polimerizacibn como la
voltamperometria ciclica o el lixiviado de sales,
adicionalmente se podrian probar distintos métodos de
moldeado como la impresion 3D o el electro hilado y de
esta manera estudiar los efectos en la morfologia del
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andamio, asi como el impacto de estos cambios en las
propiedades biologicas del material.

Para los estudios in vivo, se propone realizar estudios mas
largos para ver de esta manera que pasa con la
biocompatibilidad del andamio y con su degradacion, asi
como realizar diferentes estudios para conocer cuéales son
los productos de degradacion que se forman.
Adicionalmente el material deberia ser probado con
diferentes tipos de células para ver sus efectos en
diferentes lineas celulares y obtener informacién sobre las
regiones donde seria posible el injerto.

Por ultimo, habiendo tenido todo lo anterior en cuenta, hay
que recordar que la meta de este proyecto es crear un
material que sea de ayuda para el tratamiento de
padecimientos humanos por lo que seria necesario cumplir
con las pruebas que piden organismos como la FDA los
cuales se pueden ver en la norma 1SO-10993-1 “Sobre la
evaluacion biolégica de dispositivos médicos”'°! o en la
“‘Guia de Pruebas para Implantes de Polimeros
Biodegradables™?, también se pueden consultar normas
como la ASTM en el documento de “Productos Médicos
para Ingenieria de Tejidos”%® asi como las que vienen en
el libro “Asuntos Regulatorios para Biomateriales y
Dispositivos Médicos”%* garantizando con esto un material
seguro y de calidad para los futuros usuarios.
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10 ANEXO (I) Meétodos de caracterizacion
fisicoquimica

10.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido o SEM (por sus
siglas en inglés) permite la observacion y caracterizacion
de materiales heterogéneos organicos e inorganicos a una
escala nanométrica o micrométrica'®®. El microscopio de
barrido electrénico (Figura 28) es capaz de obtener
imagenes en 3D de una gran variedad de materiales®. El
mayor uso del SEM es la obtencion de imégenes
topogréaficas en un rango de 10 a 10,000x05.

En esta técnica, el area o el volumen a ser examinados son
irradiados con un haz enfocado de electrones, el cual
puede ir barriendo a lo largo de la superficie de la muestra
para formar imagenes o puede estar estatico para para
obtener un andlisis en una posiciéni®. Los tipos de sefiales
producidas por la interaccion entre el haz de electrones y
la muestra incluyen electrones secundarios, electrones
retro dispersados, rayos-x caracteristicos y fotones de
diferente energial®. Estas sefiales se obtienen de
emisiones especificas, las cuales se utilizan para examinar
ciertas caracteristicas de la muestra, tales como: la
topografia superficial, la cristalografia y la composicion,
entre otras0s,

En la Figura 28 se muestra una imagen del equipo de
microscopia utilizado para el estudio SEM.
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Figura 28. Microscopio electrénico de barrido (SEM).

10.2 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atomica (AFM por sus siglas en
inglés) es una técnica avanzada para el estudio de las
propiedades de los materiales a escala atébmical®. Esta
técnica provee un perfil en tercera dimension de la
superficie a escala nanométrica midiendo las fuerzas entre
una sonda afilada (<10 nm) y una superficie a una distancia
muy corta (0.2-10 nm de separacion entre la sonda y la
muestra)l?’. Esta técnica de microscopia ofrece una serie
de ventajas como: buena resolucion; posibilidad de
detectar algunas propiedades del material mediante una
modificacion simple al equipo; obtencion directa de
imagenes 3D de la estructura superficial, la muestra no
corre riesgo de sufrir dafios por radiacion como en el caso
de las microscopias SEM y TEM; es una técnica util para la
caracterizacion de materiales nanocompuestos; entre
otras'os,
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10.3 Funcionamiento del AFM

La sonda es colocada al final de una viga y la fuerza entre
la sonda y la muestra dependera de la constante de rigidez
de un resorte, la cual es descrita por la ley de Hooke'%’. El
sistema de la viga actia como un sensor de fuerza, estas
fuerzas nos proporciona informacion sobre la topografia de
la muestral®®, Si la sonda y la muestra estan demasiado
cerca, las fuerzas de atraccion desvia la viga hacia la
muestra y cuando la punta entra en contacto con la
muestra, las fuerzas de repulsion desvia la viga lejos de la
muestra, este fendmeno es explicado gracias al principio
de exclusion de Pauli'®. Un laser detecta las desviaciones
de la viga, esto sucede debido a que el laser incide sobre
la superficie de la viga y es reflejada a un detector,
cualquier desviacion de la viga causarda cambios en la
direccion en la que se refleja el haz de luz que va hacia el
detector de alta resolucion. Los cambios pueden ser tanto
grandes como pequefios, sin embargo, el detector es
suficientemente  sensible para amplificar incluso
desviaciones muy pequenias?®.

El microscopio de fuerza atémica puede operar de tres
formas distintas!®”198 |as cuales se detallan en la siguiente
tabla:

Tabla 5. Caracteristicas, ventajas y desventajas sobre los distintos
tipos de microscopia de fuerza atémica (AFM).

Modo Caracteristicas | Ventajas Desventajas
-L n -Modali ma S
SERILEIGL szl iuks -Posibilidad de
arrastra por la sencilla. o
i contaminacion de la
superficie. -ldeal para
Contacto muestra.
-Se supone que muestras
L o -Puede deformarse la
el movimiento de rigidas.
) - muestra.
la viga -Escaneo rapido
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-Debido a las fuerzas

corresponde
directamente a la de arrastre se puede
topografia dafar tanto la punta
superficial. como la muestra
-La viga vibra
cerca de su
frecuencia de
resonancia -Debido a las fuerzas
(100kHz). de van der Waals y el
-Se separa la alto coeficiente de
punta de la - No hay elasticidad la sefial se
No muestra entre 1y | contaminacién | vuelve pequefa lo que
contacto 10 nm. de la muestra causa lecturas lentas.
-La frecuencia de -Frecuentemente
resonancia y requiere de ultra alto
amplitud de la vacio para tener una
viga cambia buena resolucion
conforme se
acerca ala
superficie.
- La viga oscila :
9 -Es ideal para
cerca de su
. muestras
frecuencia de
. suaves.
resonancia,
i -A pesar de
pero la amplitud
que la
esdeentre 20y .
resolucion es
200 nm. L -Escaneo lento.
. similar al modo e
Tapping | -Durante cada -Dificil para usar en
. de contacto, la S
ciclo de liquidos.
L fuerza
oscilacion, la .
aplicada es
punta hace
menor.
contacto con la
-Ideal para
muestra por una
. . muestras
ligera fraccion e
g biologicas.
de tiempo.
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10.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
La espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas en inglés) es una técnica de analisis
quimico que nos permite saber que moléculas estan
presentes en una muestra y en que concentraciones!®. En
esta técnica se hace pasar radiacion IR a través de una
muestra, parte de esta radiacion es absorbida por la
muestra y retransmitidal®®. El espectro resultante,
representa la absorcion y transmisibn molecular,
obteniendo con esto para cada molécula un patrén anico,
como una huella digital'®®. Las bandas de absorcién que se
tienen corresponden a la frecuencia de vibracion de los
enlaces atémicos que forman la molécula®®. Esta valiosa
técnica de espectroscopia nos permite recabar informacion
sobre los grupos funcionales de una molécula, sin
embargo, tiene ciertas limitaciones que se presentan en la
Tabla 6.

Tabla 6. Ventajas y desventajas sobre la espectroscopia de
infrarrojo (FTIR).

Ventajas Desventajas
e Se pueden analizar una gran | ¢ No da informacion
cantidad moléculas. sobre la
e Lainformacion del espectro estereoquimica de la
es vasta. molécula.
e Relativamente rapida y e Poco eficiente en
sencilla. mezclas
e Poco costosa. e Es unatécnica
e Tiene buena sensibilidad, ya mayormente
que se pueden detectar cuantitativa
hasta picogramos,
dependiendo de la técnica
gue se utilice.
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10.5 Método de Owens-Wendt

La adhesion es una manifestacion de las fuerzas de
atraccion que existen entre los atomos, las cuales caen en
tres diferentes categorias!©:

1. Primarias o quimicas.
2. Cuasi-quimicas o puentes de hidrégeno.
3. Secundarias o de van der Waals.

En la Ultima categoria se encuentran las fuerzas de
Keesom que surgen de moléculas con dipolos
permanentes, las fuerzas de Debye causadas por una
molécula con un dipolo permanente que induce un dipolo
en una molécula vecina por polarizacién, y las fuerzas de
dispersion de London que surgen de dipolos instantaneos
producidos por el movimiento de electrones dentro de la
moléculall®, La mojabilidad termodinamica (angulo de
contacto) es una funcién de cuatro parametros dados los
cuales se muestran en la Figura 29.

YLV
0

YsL Vs

A

Figura 29. Componentes de las fuerzas que interactian en una
gota en equilibrio termodinamico sobre una superficie.

Estos parametros estan representados por la ecuaciéon de
Young:

YLy COS 0 = Yoy — Vs, — Te

De acuerdo con Owens la tension superficial critica de
humectacién yc, es una cantidad empirica que se define
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como el valor de yv en la grafica cos 8 vs yn, cuando
cosB=1 por lo que la ecuacion de Young queda como:

Y €0s0 = (L)yc = VYsy — VsL — Te
Adicional a esto, Owens considera que:

1. T11e €s 0 cuando 6 es cero
2. yiv = YIC,l + VLh

3. Vs =Vsv +Vw — 21/1/?1/3 - Z,IstlVLh

De esta manera, la nueva ecuacion de Young sera:

i vt
1+cos€=2’y§1 -— +2/)/5h —

YLv Yiv

El valor de y}* puede ser determinado por medio de valores
ya existentes de y,, y y{ por medio de la consideracion 2.
Adicionalmente, midiendo el 8 entre dos liquidos diferentes
contra un solido, se obtienen ecuaciones simultaneas que
pueden ser resueltas para y¢ y y por lo que es posible
obtener una buena aproximacion del valor de ys por
analogia con la consideracion 2110,

De esta manera, Owens y Wendt proponen un método para
aproximar la energia superficial del solido midiendo el
angulo de contacto del sélido con agua y con yoduro de
metileno para obtener la componentes polares vy
dispersivas y de esta manera obtener la energia de la
superficie. De acuerdo con el articulo, este método se
aplica especialmente para la caracterizacion superficial de
sélidos.
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10.6 Goniometria

Esta técnica nos permite tener informacion sobre la
mojabilidad de nuestro andamio al medir el angulo de
contacto de una gota de agua que se dispone en la
superficie. Cuando una fase liquida y una fase sdlida entran
en contacto, forman una interfase comun. La mojabilidad
es la capacidad de los solidos para formar interfases con
los liquidos. La mojabilidad de un determinado sélido por
un liquido viene determinada por el angulo de contacto 6.

Por convenio, cuando 8 <90° se dice que el liquido moja al
sélido o que el sistema moja. El sistema no moja cuando
08>90°; en este caso, el liquido no moja al sdlido. Un caso
extremo ocurre cuando 6 se aproxima a cero, entonces el
liquido se expande sobre el solido y se dice que el mojado
es perfecto.

10.7 Isoterma de Brunauer, Emmetty Teller (BET)

Mediante esta técnica es posible conocer el area superficial
de una particula. El método de BET se basa en el célculo
del nimero de moléculas del adsorbato, generalmente
nitrégeno, adsorbidas en monocapa, es decir el nUmero de
moléculas necesario para cubrir la superficie del sélido con
una Unica capa. Al ponerse en contacto un gas con la
superficie de un soélido se produce un equilibrio entre las
moléculas adsorbidas y las moléculas en fase gaseosa,
que depende de la presion del gas y de la temperatura. La
relacion entre las moléculas adsorbidas y la presion a
temperatura constante se puede recoger en una isoterma
de adsorcion. Estas isotermas informan directamente el
volumen adsorbido a una determinada presién y permiten
también calcular el area superficial del solido, el tamafio y
forma de poro y su distribucién, los calores de adsorcion,
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etc. Hay seis isotermas de adsorcion estandares para
gases en solidos%111:

El tipo I, se asocia con s6lidos micro porosos que tienen
superficies externas relativamente pequefias (por ejemplo,
carbon activado, zeolitas moleculares y ciertos tipos de
oxidos). La cantidad limitante de adsorcion es gobernada
por el volumen accesible de microporos en lugar del &rea
superficial interna.

El tipo Il, es la forma normal de una isoterma obtenida con
un material adsorbente no poroso o macro poroso. Este
tipo de isoterma representa una adsorcibn monocapa-
multicapa. El tipo Ill, no es muy comun, pero hay un nimero
de sistemas (por ejemplo, nitrégeno en polietileno) que dan
isotermas con curvatura gradual. Indica interacciones
adsorbato-adsorbentes débiles. El tipo 1V, se caracteriza
por una curva de histéresis causada por condensacion
capilar en mesoporos. Este tipo de isotermas se da en
muchos adsorbentes meso-porosos industriales. Una
isoterma tipo V no es comun. Esté relacionada a la isoterma
tipo Il en donde las interacciones adsorbato-adsorbente
son débiles. Se obtiene con ciertos adsorbentes porosos.
Una isoterma tipo VI, donde la forma de los escalones
depende del sistema y la temperatura, representa una
adsorcion en multicapas sobre una superficie uniforme no
porosa.

10.8 Técnica histolégica

Debido a que la mayoria de las substancias de los
componentes biol6gicos se encuentran en un estado
coloidal, lo que hace imposible la practica se secciones
muy finas!!?, para poder observar dicha sustancia en el
microscopio se debe aplicar un proceso para preservar y
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lograr la consistencia adecuada para el posterior estudio
del tejido. Se denomina técnica histologica al conjunto de
procedimientos aplicados a un material biolégico ya sea
animal o vegetal para prepararlo y llevarlo a las condiciones
Optimas para poder observar, examinar y analizar sus
componentes morfolégicos a través de un microscopiot!s.
La técnica histologica se divide en los siguientes
pasosi12113;
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11 ANEXO (Il) HOJAS DE SEGURIAD

A continuacion, se presentan una serie de tablas la cuales
contienen la informacién condensada de las hojas de

seguridad para los materiales utilizados, los cuales se
mencionan en el apartado 6.1 del presente trabajo.
Tabla 7. Condensado de la hoja de seguridad para el P(3HB).
Nombre del producto: Poli[(R)-3-
hidroxibutirato] O CHs
. . . Equipo de proteccion
Identificacion Personal (EPP): @) )
del Producto:
Marca: Merck Lentes
: Guantes Estruct
CAS: 20435-48-1 | g struciira

Propiedades Fisicoquimicas:
Forma: Polvo

Color: Blanco

Olor: Inoloro

Peso molecular [Da]: 60,000

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas.

Materiales incompatibles:

Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposiciéon peligrosos:
Productos de descomposicién peligrosos formados en
condiciones de incendio. - Oxidos de carbono

Métodos para el tratamiento de residuos:
Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-

Envases contaminados: Eliminar como producto no
usado.

aprovechables a una compafiia de vertidos acreditada.
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Tabla 8. Condensado de la hoja de seguridad para el monémero
NIPAAmM

Nombre del producto: Q  CH,
N -isopropilacrilamida HZC*)LH*CHa
Equipo de proteccion
Identificacion del Personal (EPP): Estructura
Producto: Lentes
Marca: Merck Guantes
CAS: 2210-25-5 Bata
Férmula: CeH11NO Respirador de particulas
tipo P95 Pictograma SGA

Propiedades Fisicoquimicas:
Forma: Polvo

Color: Blanco

Peso molecular [g/mol]: 113.16
Punto de Fusién [°C]: 60-63

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas.

Materiales incompatibles:

Agentes oxidantes fuertes

Bases Fuertes

Productos de descomposicion peligrosos: Productos de
descomposicién peligrosos formados en condiciones de
incendio. - Oxidos de carbono, Oxidos de Nitrogeno (NOXx)

Métodos para el tratamiento de residuos:

Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafiia de vertidos acreditada.
Envases contaminados: Eliminar como producto no usado.

Indicaciones de peligro:
Nocivo en caso de ingestiéon
Provoca irritacion ocular grave
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Tabla 9. Condensado de la hoja de seguridad para el acetato de
sodio.

Nombre del producto: 0
Acetato de sodio P -
Equipo de proteccion O Na
Identificacién del Personal (EPP): Estructura
Producto: Lentes
Marca: Merck Guantes
CAS: 127-09-3 Bata
Férmula: C,HsNaO, | Respirador de particulas
tipo N95 Pictograma SGA

Propiedades Fisicoquimicas:
Forma: Solido

Color: Blanco

Peso molecular [g/mol]: 82.03
Punto de Fusién [°C]: 300
Densidad [g/cm?]: 1.53
Solubilidad en agua [g/l]: 1.25

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.
Materiales incompatibles:

Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos: Productos de
descomposicién peligrosos formados en condiciones de incendio.
- Oxidos de carbono, Oxidos de Sodio

Métodos para el tratamiento de residuos:

Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables
a una compafia de vertidos acreditada.

Envases contaminados: Eliminar como producto no usado.
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Tabla 10. Condensado de la hoja de seguridad para el trimero de
HDMI.

Nombre del producto:

(
1,6-Hexametilendiisocianato OYLYO
Identificacion del Equipo de OCN(H;C;ENTN\(CHZ)ENCO
Producto: proteccion 0
Marca: Comex Personal (EPP): Estructura
Nombre del producto: Lentes
Catalizador 250 Guantes @
CAS: 28182-81-2 Bata
Férmula del Mascarilla con filtro
monomero: CgHi12N2O, | de carbdn Pictogramas SGA

Propiedades Fisicoquimicas:

Forma: Liquido

Color: Transparente

Peso molecular del monémero [g/mol]: 168.1931
Punto de Ebullicion [°C]: 37.78

Densidad [g/cm?®]: 1.06

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas.

Materiales incompatibles:

Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos: Productos de
descomposicién peligrosos formados en condiciones de
incendio. - Oxidos de carbono, Oxidos de Nitrégeno (NOXx)

Métodos para el tratamiento de residuos:

Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una companiia de vertidos acreditada.
Envases contaminados: Eliminar como producto no usado.

Indicaciones de peligro:
Liquido y vapores inflamables
Nocivo si se inhala

Nocivo en caso de ingestion
Irritacion ocular y cutanea
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Tabla 11 Condensado de la hoja de seguridad para las
nanoparticulas de silice.

Nombre del producto: Si
Di6xido de silicio 7 N\
- —~ [@) Ol
Equipo de proteccién = =
Identificacion del | Personal (EPP): Estructura
Producto: Lentes
Marca: Merck Guantes é
CAS: 7631-86-9 Bata
Formula: SiO2 Respirador para | pictogramas SGA
particulas P95

Propiedades Fisicoquimicas:
Forma: Polvo

Color: Blanco

Peso molecular [g/mol]: 60.08
Punto de Fusién [°C]: >1,600

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.
Materiales incompatibles:

Agentes oxidantes fuertes

Precauciones:

Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina
o0 el gas. Asegurese una ventilacion apropiada.

Métodos para el tratamiento de residuos:

Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables
a una compafiia de vertidos acreditada.

Envases contaminados: Eliminar como producto no usado.

Indicaciones de peligro:

Provoca dafios en los 6rganos tras exposiciones prolongadas o
repetidas.

No respirar el polvo/ el humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el
aerosol.
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Tabla 12. Condensado de la hoja de seguridad para el metanol.

Nombre del producto: H
Metanol

|

Equipo de H_(,:_O_H
) proteccion H

Producto: .

Marca: Merck Personal (EPP): Estructura

Identificacion del

Sinénimos: Alcohol _ _
metilico Rospirador tipo
AXBEK

Lentes
CAS: 67-56-1
Formula; CH4O g;;ntes :

Pictogramas SGA

Propiedades Fisicoquimicas:
Forma: Liquido

Color: Transparente

Peso molecular [g/mol]: 32.04
Punto de Ebullicion [°C]: 64.7
Densidad [g/cm?]: 0.791

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas.

Materiales incompatibles:

Magnesio, Zinc, Agentes oxidantes fuertes

Posibilidad de reacciones peligrosas:

Los vapores pueden formar mezclas explosivas con el aire
Productos de descomposicion peligrosos: Productos de
descomposicién peligrosos formados en condiciones de
incendio. - Oxidos de carbono

Métodos para el tratamiento de residuos:

Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafiia de vertidos acreditada.
Envases contaminados: Eliminar como producto no usado.

Indicaciones de peligro:
Liquido y vapores inflamables
Nocivo si se inhala

Nocivo en caso de ingestion
Causa dafio ocular
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Tabla 13. Condensado para la hoja de seguridad de la resina
hidroxilada.

Nombre del producto:
Polyform 11,000

Identificacion del

Producto: Euioe de
e o pflotgccién e
: Il structura
Mopolar oL Personal (EPP):
Mezcla: é
Resina hidroxilada Lentes
Guantes

Acetato de n-butilo

Bis-2-etil-hexanoato de Bata C

zinc Pictogramas SGA

Propiedades Fisicoquimicas:
Forma: Liquido

Color: Transparente

Punto de Ebullicion [°C]: 37.78
Densidad [g/cm®]: 0.99

Estabilidad Quimica:

Estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas.

Materiales incompatibles:

Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos: Productos de
descomposicion peligrosos formados en condiciones de
incendio. - Oxidos de carbono, Oxidos Metalicos.

Métodos para el tratamiento de residuos:

Producto: Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una companiia de vertidos acreditada.
Envases contaminados: Eliminar como producto no usado.

Indicaciones de peligro:
Liquido y vapores inflamables
Nocivo si se inhala

Nocivo en caso de ingestion
Irritacién ocular y cutanea
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