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GLOSARIO DE TERMINOS

Ch - Quitosano (de Chitosan)

DMEM - Medio de cultivo celular (de Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DMTA - Analisis térmico dinamo-mecanico (de Dynamic Mechanical Thermal Analysis)
DSC - Calorimetria Diferencial de Barrido (de Differential Scanning Calorimetry)

DTG - Primera derivada del termograma TGA

E’- Modulo de almacenamiento o Médulo elastico

E. coli - Escherichia coli (ATCC® 2469)

FESEM - Microscopia electronica de barrido por emisién de campo (de Field-Emission
Scanning Electron Microscope)

FTIR - Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (de Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy)

HDFa - Fibroblasto dermico primario de humano HDFa (ATCC® PCS-201-012™)

HDI - Diisocianato de hexametileno (de Hexamethylene Diisocyanate)

HMDI - 4,4-metilenbis(isocianato de ciclohexilo) (de Hydrogenated MDI: 4,4
Methylenebis(cyclohexyl isocyanate))

IFN-y — Interferon gamma

IPDI - Diisocianato de isoforona (de Isophorone Diisocyanate)

L-929 - Fibroblastos de tejido conectivo subcutaneo de ratén L-929 (ATCC® CCL-1)

LPS — Lipopolisacarido

MRC-5 - Fibroblastos humanos de pulmén MRC-5 (ATCC® CCL-171™)

MTT - Bromuro de metiltiazolildifenil-tetrazolio (de Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
bromide), Bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio

NCO - Grupo funcional de isocianatos (-N=C=0)

NIH/3T3 - Fibroblasto embrionario de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™)

P.1 - Poliol derivado del aceite de higuerilla sin modificacion

P.2 - Poliol modificado con 1,32% de mol de pentaeritritol/mol de aceite de higuerilla

P.3 - Poliol modificado con 2,64% de mol de pentaeritritol/mol de aceite de higuerilla

P. aeruginosa - Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853)

PBS - Buffer fosfato salino (de Phosphate Buffered Saline)
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PCL - Policaprolactona diol (de Polycaprolactone diol)

PMA - Forbol-12-Miristato-13-Acetato (de Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)
PP - Polipropileno

PUs — Poliuretanos

RPMI — Medio de cultivo celular (de Roswell Park Memorial Institute)
S. aureus - Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

SD — Desviacion estandar (de Standard Deviation)

Tand - Factor de pérdidas o Tangente del desfase

TNF-0 — Factor de necrosis tumoral a (de Tumor Necrosis Factor o)

Ty - Temperatura de transicion vitrea (de Glass Transition Temperature)
TGA - Andlisis termogravimétrico (de Thermogravimetric Analysis)

THP-1 - Linea celular monocitaria humana THP-1
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RESUMEN

Los poliuretanos (PUs) son ampliamente utilizados en la preparacion de dispositivos
médicos debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad cuando se
comparan con otros polimeros [Park 2013]. Dentro de las aplicaciones como biomateriales
de los PUs se encuentran: suturas, catéteres, corazon artificial, prétesis vasculares,
recubrimientos para heridas y revestimiento compatible con la sangre [Rocco 2014]. La
aplicacion de PUs para una funcion especifica dentro del cuerpo humano depende de
propiedades mecanicas, de adhesion, de superficie, biodegradabilidad, entre otras [Chen
2013, St John 2014].

Un grupo de biomateriales que se encuentran en constante desarrollo corresponde a los
dispositivos para cierre de heridas donde se localizan las suturas. Hasta la fecha, los
materiales de sutura que se emplean con mayor frecuencia en cirugias son polipropileno (no
absorbible) y polidioxanona (absorbible) [Simon-Allué 2014]. Diversas investigaciones se
han enfocado en introducir mejoras en los materiales de sutura, pero a la fecha ain se
presentan inconvenientes [Linderman 2015]. En particular, la tension generada por el efecto
de las suturas suele transferirse al tejido Unicamente en los puntos de anclaje [Linderman
2015]. Esto genera elevadas tensiones de los materiales de sutura sobre la cicatrizacion de la
herida, lo que puede generar ruptura de las suturas, necrosis celular, destruccién de los tejidos
dentro de los lazos de las suturas, y una eversion o inversion de bordes de la herida [Vogels
2017, Israelsson 2012]. Se sabe que el rendimiento de friccion de las suturas quirdrgicas
juega un papel vital en su funcionalidad. Por lo general, la friccién entre las suturas
quirdrgicas y los tejidos puede causar inflamacion, dolor y un incremento en el tiempo de
recuperacion [Zhang 2018]. Una solucién propuesta por Linderman et al. (2015), fue recubrir
los materiales de sutura con adhesivos para mejorar la transferencia de carga mecanica y
disminuir el riesgo de falla [Linderman 2015]. Esta solucion implica desarrollar un estudio
sobre los adhesivos que sirvan como recubrimiento de forma Optima y que conserven las
propiedades mecanicas de los materiales. Otra solucidn, planteada por VVogels et al. (2017),
consistio en utilizar materiales de sutura tipo PU con la capacidad de regular la tensién de la
sutura a través de la elasticidad, mejorando el proceso de cicatrizacion de la herida [Vogels
2017].



Al revisar bibliografia relacionada con el disefio de biomateriales (Capitulo 1), las
investigaciones se enfocan en la sintesis y caracterizacion mecanica, térmica y morfoldgica
de los materiales para que cumplan con las especificaciones dadas para el tipo de aplicacion
especifica. Pocos trabajos se enfocan en evaluar de forma conjunta propiedades mecanicas
con propiedades bioldgicas, como la determinacion del caracter degradable y biocompatible
de estos materiales en aras de encontrar materiales candidatos en aplicaciones biomédicas.
El principal problema consiste en que, al aumentar la funcionalidad del poliol o del
diisocianato, aumenta la densidad de entrecruzamiento de los PUs y por ende aumentan las
propiedades mecanicas, pero disminuye la degradabilidad y se podria afectar la citotoxicidad,
debido a que se modifica la rugosidad y la composicion quimica de la superficie.

Los PUs suelen ser biocompatibles debido a que pueden adaptarse facilmente al cuerpo
humano ya que el enlace uretano es analogo a la unién peptidica que se presenta en proteinas.
Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue sintetizar PUs a partir de polioles derivados
de aceite de higuerilla para aplicaciones biomédicas como materiales para suturas no-
absorbibles con propiedades elasticas y que sean biocompatibles. Se determind la relacion de
las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y morfoldgicas de los materiales para suturas en
funcién de la estructura quimica de los mondémeros empleados para la sintesis, segin se
describe en el Capitulo 2. El Capitulo 3 corresponde a la determinacién de la
biodegradabilidad y biocompatibilidad in vitro de los materiales para suturas que presenten
propiedades fisicoquimicas, mecanicas y morfologicas deseables en funcion de la estructura
de los segmentos Yy la densidad de entrecruzamiento de los PUs. En el Capitulo 4 se plantea
establecer el efecto que presente el/los material(es) para sutura(s) no absorbibles obtenidas,
en procesos inflamatorios in vitro en comparacion con materiales homdlogos comercialmente
disponibles. Como proceso adicional para complementar esta investigacion, se realizé una
evaluacion in vivo de los materiales candidatos como materiales para el disefio de suturas
biomédicas (Capitulo 5) llevado a cabo en ratas Wistar en el Bioterio del Instituto Nacional
de Salud (Colombia). Al poder correlacionar el comportamiento in vitro e in vivo de las
propiedades mecanicas y bioldgicas de los materiales sintetizados, se pudo determinar si los

PUs pueden ser candidatos en aplicaciones biomédicas como suturas no-absorbibles.



CAPITULO 1
MARCO REFERENCIAL

1.1 POLIMEROS COMO BIOMATERIALES

Histéricamente los polimeros se han empleado en diferentes dispositivos de aplicaciones
biomédicas. Asi por ejemplo, el Polimetacrilato de metilo (PMMA) fue el primer polimero
usado como material de protesis en odontologia en el afio de 1937. EI PMMA también viene
siendo utilizado para reparar defectos del craneo desde 1940, y para la manufactura de lentes
intraoculares desde 1949. En 1950, el PMMA fue identificado como cemento 6seo en la
fijacion del fémur. En 1958 se desarrolld el Poli-tetrafluoroetileno (PTFE). En 1940,
elastdbmeros de silicona se usaron para reparar el conducto biliar. En 1950, suturas de dacrén
fueron usadas en cirugia. Los geles de silicona para implantes de glandula mamaria se
desarrollaron en 1960, y el tereftalato de polietileno (PET) fue identificado clinicamente para
uso en protesis vascular sintética [Subramaniam 2014].

Los polimeros biodegradables han ganado mucha atencion hoy en dia en el campo de la
medicina con el objetivo de buscar nuevos materiales para tratamientos de problemas de
salud, debido a sus atractivas propiedades fisicas y buena biocompatibilidad [Subramaniam
2014, Zhou 2011, Zia 2008]. Propiedades como facilidad de procesado, durabilidad,
funcionalidad superficial, flexibilidad, biocompatibilidad y bioestabilidad los hacen muy
interesantes para el desarrollo de materiales para la liberacion de farmacos, ingenieria de
tejidos y el desarrollo de dispositivos médicos en general [Shelke, N., Nagarale, R., Kumbar
2014]. Un polimero ideal para ser usado en medicina deberia exhibir las siguientes
propiedades: no inducir inflamacién, no generar reacciones tdxicas o enfermedades alérgicas
en el cuerpo, tener una buena procesabilidad para disefiar el producto final, facil de esterilizar,
no debe cambiar las propiedades después de la esterilizacion, biocompatible, durable,

funcional y fiable [Domanska 2014].

1.2 PUs EN EL CAMPO BIOMEDICO

Los poliuretanos (PUs) como familia de polimeros, han ganado importancia en las
aplicaciones biomédicas y farmacéuticas debido a propiedades como hemocompatibilidad,
resistencia a la biodegradacion [Mahkam 2003, Qiu 2013, Shourgashti 2010, Gunatillake



2006, Dulinska-Molak 2013], y propiedades elastoméricas, las cuales pueden ser
modificadas por medio de la variacién de la composicién de las unidades monomeéricas y por
el tamafio de los bloques de diferentes mondmeros dentro de la cadena [St John 2014, Kiran
2012].

Las primeras aplicaciones de PUs en el campo biomédico correspondieron a dispositivos
para aplicaciones cardiovasculares desde la década de los ochenta, tales como bolsas de
sangre, catéteres vasculares, corazon artificial total y pequefios injertos de acceso vascular y
cirugia de bypass [Chen 2013]. Estos dispositivos presentaban ventajas a largo plazo, pero
después con el tiempo se encontraron inconvenientes en cuanto a la variabilidad de las
propiedades mecénicas. Es por esto que se han desarrollado diversos estudios para mejorar
la bioestabilidad y las propiedades mecénicas de los PUs por medio de modificaciones
quimicas [St John 2014].

Posteriormente los PUs fueron ampliamente investigados por ser susceptibles también a
la biodegradacidn, lo que gener6 un sin nimero de aplicaciones novedosas y mejoradas de
implantacion a largo plazo, asi como una nueva clase de PUs bioreabsorbibles.
Investigaciones recientes se han enfocado en buscar un balance entre biodegradabilidad y
biocompatibilidad para lograr materiales versatiles en diversas aplicaciones, para lo cual se
hace necesario un amplio estudio de las propiedades mecanicas y de biocompatibilidad de
los PUs [Chen 2013].

De acuerdo con una revision de articulos cientificos en la base de datos de Science Direct
(2017) (Figura 1) sobre las aplicaciones de los PUs en el campo biomédico, se ha observado
que las aplicaciones mas importantes de dichos materiales son la fabricacion de implantes y
andamios para la ingenieria de tejidos (37% y 14% respectivamente), seguido de las
aplicaciones relacionadas con el sistema cardiovascular, portadores de farmacos y el cierre

de heridas. En este ultimo aspecto es donde esta tesis pretende hacer avances significativos.
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Figura 1. Aplicaciones médicas de Poliuretanos a partir de los datos obtenidos de articulos publicados en
Science Direct (2017) sobre cada uno de los temas.
Referencia: Datos tomados de la base de datos Science Direct 2017.

1.3 QUIMICA DE LOS POLIURETANOS

El nombre PU se deriva de la palabra uretano, usada genéricamente para describir los
ésteres del &cido carbamico (H:N-COOH). Los PUs representan una clase importante de
polimeros termoplasticos, cuyas propiedades mecanicas, térmicas, y quimicas pueden ser
modificadas desde la sintesis [Zia 2007]. El proceso de sintesis consiste en la reaccion de un
poliisocianato con un poliol o cualquier especie donadora de hidrdgeno, en presencia de otros
reactivos como agentes entrecruzantes, extensores de cadena, agentes de relleno, entre otros
[Gunatillake 2006, Chashmejahanbin 2014, VVroman 2009]. Los PUs (copolimeros de blogque
segmentados) estan conformados por segmentos duros o rigidos, y suaves o blandos [Bat
2014], como se observa en la Figura 2. Los segmentos, duros y blandos se encuentran
conectados por medio de enlaces uretano. El segmento duro proporciona los
entrecruzamientos fisicos dentro de la matriz del segmento blando [Murray 2013]. Los
métodos de sintesis de PUs se pueden clasificar segln el tipo de medio que se utiliza, una
masa 0 polimerizacién en disolucién, o segln las etapas que son necesarias para realizar la

sintesis, una 0 mas etapas [Caracciolo 2015]. La primera etapa es una reaccion que implica



la nivelacion final de los segmentos blandos macrodiol (poliéter, poliéster, policarbonato, o
polisiloxano) con diisocianato para formar un pre-polimero, y la segunda etapa consiste en
el acoplamiento del pre-polimero con una cadena de bajo peso molecular, generalmente
corresponde a un extensor de cadena, un diol o una diamina. EI segmento duro generalmente
se refiere a la combinacion del extensor de cadena y los componentes de diisocianato,

mientras que los segmentos blandos se refieren a dioles poliméricos [He 2012].
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Figura 2. Estructura general de Poliuretano.
Tomado de Uscategui et al. (2016) [Uscétegui 2016]

Como ejemplo de la influencia que tiene el método de sintesis en su posterior aplicacion,
se puede nombrar el articulo de Zieleniewska et al. (2014) quienes sintetizaron PUs
utilizando el método del prepolimero en masa para disefiar andamiajes microporosos que
imitan tejidos 6seos destinados a la aplicacion en ingenieria de tejidos y emplearon como
poliol el aceite de colza. Los autores encontraron que este método era adecuado para el disefio
de materiales porosos con gran potencial en la ingenieria de tejidos [Zieleniewska 2014].

1.4 MONOMEROS
1.4.1 Diisocianatos

El isocianato con grupo funcional NCO constituye parte del segmento duro del PU [Ng
2017]. Los diisocianatos empleados en la sintesis de PUs se pueden clasificar en alifaticos y
aromaticos, segun se observa en la Figura 3. La seleccion del tipo de diisocianato a utilizar
influye directamente sobre las propiedades mecénicas y bioldgicas del material [lonescu
2016]. En la sintesis de PUs son méas usados los diisocianatos aromaticos dada la elevada
reactividad que presentan. lonescu et al. (2016) sintetizaron espumas de PU con tres tipos de
diisocianatos: alifatico, cicloalifatico y aromatico. Con el diisocianato m-xileno, diisocianato

alifatico, se sintetizaron elastomeros de PU gomosos. Al utilizar 4 4-diisocianato de
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diciclohexilmetano (cicloalifatico), se obtuvieron materiales moderadamente rigidos. Y con
el diisocianato de difenilmetano (aromatico) se sintetizaron PUs amorfos rigidos con
propiedades mecéanicas mejoradas comparadas con los otros materiales sintetizados. Los
autores encontraron que el proceso de sintesis con los diisocianatos alifaticos es mas
complejo comparado con el aromatico, debido a la baja reactividad del primero [lonescu
2016].

DIISOCIANATOS ALIFATICOS

OCN
1,6-diisocianato de hexametileno

1,4-diisocianato de ciclohexano

/\ Diisocianato de isoforona

co Diisocianato etil-éster de L-lisina 4,4'-diisocianato de diciclohexilmetano

DIISOCIANATOS AROMATICOS

N
CHs
OCN NCO
2 4-diisocianato de tolueno 1,5-diisocianato de naptaleno 4,4'-diisocianato de difenilmetano
\_ J

Figura 3. Estructura quimica de diisocianatos alifaticos y aroméaticos comunes en la sintesis de PUs.
Referencias: [Zhang 2017, Basterretxea 2016, Mangeon 2017]

Actualmente existen investigaciones enfocadas en el efecto toxico que pueden presentar
los monomeros utilizados en la sintesis de PUs, como los diisocianatos, donde se indica que
los diisocianatos aromaticos pueden presentar diaminas carcinogénicas y mutagénicas tras el
proceso de degradacién [Basterretxea 2016, Kucinska-lipka 2017, Laube 2017]. Esta es una

de las razones por las cuales los materiales sintetizados con diisocianatos aromaticos se



emplean por lo general en el disefio de biomateriales para aplicaciones permanentes en el
organismo, donde no se presenten productos de degradacion [Caracciolo 2015]. De esta
forma, en la actualidad los diisocianatos que han ganado interés en el disefio de PUs para el
campo biomedico son los alifaticos para evitar los posibles efectos toxicos a largo plazo
generados por los aromaticos [Ng 2017]. En la Tabla 1 se presenta un listado de diisocianatos

empleados en el disefio de biomateriales.

Tabla 1. Diisocianatos empleados la sintesis de PUs con aplicaciones biomédicas.

Diisocianato

Aplicacion

4,4’-diisocianato de
diciclohexilmetano

Materiales para uso
en medicina
regenerativa

Evaluacion bioldgica Referencia
PUs biocompatibles,
hemocompatibles y con
actividad antimicrobiana .
contra Escherichia coli [Kucinska-
’ lipka 2017]

Staphylococcus
aureus y Pseudomonas
aeruginosa.

Diisocianato de

Injertos vasculares

Ensayo in vitro
colorimétrico XTT con
células endoteliales de la

vena umbilical por 12y 14 [Bergmeister

hexametileno I 2015]
horas. Ensayos in vivo a
largo plazo (12 meses) en
modelo murino.
Evaluacion in vitro por
medio del ensayo MTT con
Administracién de células MCF-7
Diisocianato de farmacos para la (adenocarcinoma de mama), [Kumar
hexametileno terapia de cancer de L929 (fibroblasto de rat6n) 2017]
mama and BT474 (carcinoma de
mama) y ensayos in vivo
sobre ratones albinos suizos.
Diisocianato de o .
. - Evaluados in vitro por medio
hexametileno, Materiales o
N . . de adhesién de plaquetas, [Basterretxea
diisocianato de biocompatibles y . :
. o . adsorcion de proteinas y 2016]
isoforona, diisocianato hemocompatibles : L
- proliferacion celular.
de L-lisina, entre otros
4,4'-diisocianato de Materiales no téxicos . .
g . Evaluados in vitro por medio .
diciclohexametileno y gue presentan [Fernéndez-

1,6-diisocianato de
hexametileno

adhesion celular y
proliferacion

del ensayo MTT sobre

fibroblastos de raton L929, & Arlas 2015]

1,6-diisocianato de
hexametileno

PUs para aplicaciones

en ingenieria de
tejidos como

andamios compuestos
de nanotubos de oro

Mejoran la unién celular

sobre el material polimérico. [Ganji 2014]




1.4.2 Polioles

En aras de buscar un desarrollo sostenible durante la sintesis de PUs, en la actualidad las
investigaciones se enfocan en remplazar las materias primas provenientes de la petroquimica
[Ng 2017, Jutrzenka Trzebiatowska 2018]. La utilizacion de materias renovables hace parte
de los doce principios de la quimica verde postulados por Paul Anastas y John Warner [Zhang
2017]. La tendencia es emplear triglicéridos de &cidos grasos provenientes de aceites
vegetales de diferentes semillas como maiz, soya, girasol, palma, higuerilla, entre otros
[Ismail 2011, Calvo-Correas 2015, Ng 2017], segun se observa en la Tabla 2. Los
triglicéridos de acidos grasos se caracterizan por presentar variadas estructuras quimicas y
sitios reactivos que permiten la modificacién del aceite generando de esta forma monémeros
con diferentes funcionalidades [Maisonneuve 2016]. Entre sus ventaja se puede destacar que
son econémicos, no tdéxicos, abundantes y contienen grupos hidroxilos secundarios y
triglicéridos de acidos grasos [Bakhshi 2013, Das 2013, Firdaus 2014, Gao 2012, Miao 2014,
Thakur 2013, Valério 2013, Saciloto 2013].

Los aceites vegetales se componen principalmente de triglicéridos de &cidos grasos de
cadenas largas con insaturaciones como dobles enlaces [Ismail 2011], como se observa en la
Figura 4. La composicion de los acidos grasos depende del tipo de aceite vegetal [Zhang
2017]. Los triglicéridos son abundantes, renovables, biodegradables y se han convertido en
una fuente alternativa en la sintesis de materiales poliméricos [Zhang 2017, Madra 2009].
Los aceites vegetales se pueden modificar para incrementar la funcionalidad del poliol por
medio de la adicion de grupos hidroxilo, haciendo uso de las insaturaciones presentes en la
estructura [Pfister 2011]. Esto se realiza mediante diversas técnicas como alcoholisis,
epoxidacion, transesterificacion, entre otras [Petrovi¢ 2017, Pfister 2011, Jayavani 2017,
Lligadas 2010].

Uno de los aceites que se ha utilizado recientemente es el aceite de higuerilla (Ricinus
communis) cuyo contenido de acido ricinoléico es de aproximadamente el 90% (peso/peso).
El aceite de higuerilla contiene grupos hidroxilo en la cadena que reaccionan con isocianatos
polifuncionales para formar PUs con diferentes propiedades morfoldgicas, mecanicas (buena
flexibilidad y elasticidad), entre otras, gracias a la cadena larga de &cidos grasos presentes
[dos Santos 2012, Luo 2011, Miléo 2011, Valero 2012, Valero-Valdivieso 2013].



Tabla 2. Aceites vegetales empleados en la sintesis de PUs.

N . .
omb_r e de Generalidades Referencia
aceite
Aceite de indice hidroxilo: 112,1 mg KOH g.
. Puede reaccionar con diisocianato de tolueno y diisocianato de  [Madra 2009]
linaza . o
hexametileno en la sintesis de PU.
Aceit P . I
ceite de Indice hidroxilo: 155 mg KOH g™. [Pillai 2016]
palma
Aceite de indice hidroxilo entre 165-178 mg KOH g y funcionalidad
entre 2,59 y 2,92. Esterificado con glicerol. Se sintetiz6 con [Ismail 2011]
soya . .
diisocianato de difenilmetano para generar el PU.
Aceite de Sintetizado con diisocianato de etil-éster de L-lisisna. Viabilidad [Calvo-
hiauerilla celular evaluada sobre fibroblastos de raton L-929 durante 24, Correas
g 48 y 72 horas. Materiales con memoria de forma. 2015]
Aceite de Sintesis de PUs. Materiales con actividad antimicrobiana contra [Sharmin
linaza E. coliy S. aureus. 2013]
Aceite de Sintesis de PUs con memoria de forma. Materiales [Petrovié
soyay aceite  biodegradables y biocompatibles. indice hidroxilo entre 44 y 99
. . N 2017]
de higuerilla mg KOH g™.
Aceite de f 4 [Zieleniewska
colza Indice hidroxilo de 127,5 mg KOH g™. 2014]
. indice hidroxilo: 115,72 mg KOH g™. Sintesis con diisocianato
Aceite de . . . .
de isoforona. Materiales con potencial para aplicaciones [Ng 2017]
palma L . . .. .
biomédicas como ingenieria de tejidos blandos y rigidos.
Redes poliméricas interpenetradas con buenas propiedades
Aceite de mecanicas. Sintetizado con diisocianato de isoforona. indice
hiauerilla hidroxilo: 163 mg KOH g*. Por medio de transesterificacion por  [Dave 2017]
g trietanolamina, el indice hidroxilo increment6 a 321 mg KOH g
1
. Luego de una epoxidacion se obtiene un indice hidroxilo entre
Aceite de 1 L . [Mustapa
. 200y 220 mg KOH g™. PUs sintetizados con diisocianato de
jatropha e 2016]
difenilmetano.
Aceite de Por medio de transesterificacion se convierte en polioles con
algodén indices hidroxilo entre 98.87 y 192.33 mg KOH g*. PUs con [Patil 2017]

buenas propiedades mecénicas, quimicas y de resistencia.
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Figura 4. Estructuras quimicas representativas de triglicéridos de écidqs grasos.
(a) Estructura de triglicérido (R1, Rz, y Rs representan cadenas de acidos grasos); (b) Acidos grasos comunes
presentes en los aceites vegetales. Referencias: [Zhang 2017, Calvo-Correas 2015, Madra 2009, Pfister 2011,
Juita 2012]

1.4.3 Aditivos

Una estrategia empleada en el disefio de biomateriales consiste en funcionalizar o reforzar
polimeros sintéticos con la adicién de compuestos organicos o inorganicos, de fuentes
naturales o sintéticas, con el fin de obtener materiales con diversas propiedades, como
propiedades antibacterianas, mejoras sobre la biocompatibilidad, incremento de la
biodegradabilidad, entre otras [Zhang 2017, Javaid 2018]. Entre los aditivos empleados en
los procesos de sintesis de PUs, en este trabajo se han seleccionado los que se relacionan a
continuacion.

Quitosano: es un polisacarido derivado de la desacetilacion parcial de la quitina, principal
componente del exoesqueleto de crustdceos e insectos y corresponde al material
biosintetizado méas abundante [Arshad 2018]. EI quitosano tiene un grupo amino primario y
dos grupos hidroxilos libres por cada unidad de glucosa, lo que es beneficioso para
aplicaciones biomédicas [Usman 2016]. Gracias al caracter de biopolimero cationico, el
quitosano no es toxico, es biodegradable, biocompatible y se caracteriza por poseer actividad
antimicrobiana, propiedades antigénicas y de regeneracion tisular. Estas propiedades le
permiten su uso en areas como la medicina, la ingenieria de tejidos y sistema de liberacion

de farmacos, entre otras [Wu 2018].
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Policaprolactona diol: es un poliéster alifatico lineal que se obtiene por medio de la
polimerizacion de apertura de anillo de e-caprolactona y se caracteriza por ser biodegradable
[Chen 2018]. Este polimero se emplea en diversas aplicaciones biomédicas, por ejemplo en
ingenieria de tejido dseo, liberacion de farmacos, entre otras, gracias a su biocompatibilidad,
bioabsorbilidad y propiedades mecéanicas [Chen 2018, Kotula 2017]. La policaprolactona
tiene facilidad para combinarse con otros polimeros o actuar como material de relleno. Esta
facilidad permite modificar sus propiedades fisicas y su estabilidad estructural ante procesos
de degradacion [Kotula 2017].

La seleccion de los aditivos mencionados para este trabajo se dio por las propiedades de
biocompatibilidad que presentan y porque se han utilizado en aplicaciones como apositos
para heridas, suturas quirargicas, andamios en ingenieria de tejidos, entre otros [Wu 2018].

1.5 SUTURAS BIOMEDICAS

Con el desarrollo de filamentos de plasticos sintéticos y las mejoras en las técnicas
quirdrgicas, a finales de 1960, comienza el desarrollo de materiales de sutura. Es asi como
por ejemplo en 1970 surgen las suturas absorbibles a partir de Acido Poliglicélico [Scott
Taylor 2013].

Las suturas quirdrgicas son una de las tres principales categorias de biomateriales para
cerrar heridas junto con grapadoras o clips de ligadura y adhesivos de tejidos. Segun la
definicién de la Norma Técnica Colombiana 2267 (lcontec, 2003), la sutura quirtrgica es
una hebra o conjunto de hebra y aguja, fabricados de diferentes materiales, utilizados para
dos finalidades: aproximar tejidos o ligar. El principal factor para identificar el hilo de la
sutura es la capacidad de absorcion (materiales reabsorbibles o biodegradables). Es asi como
se dividen en absorbibles y no absorbibles. Las suturas absorbibles son capaces de ser
absorbidas por el tejido vivo de mamiferos, pero pueden ser tratadas para modificar su
absorcidn, y las no absorbibles resisten efectivamente la digestion enzimética o la absorcion
en el tejido vivo [Simon-Allué 2014]. En el pasado, las suturas absorbibles se definian como
aquellas que presentaban una pérdida importante de la fuerza tensil dentro de un periodo de
dos meses, pero los avances actuales en materiales han disefiado suturas absorbibles que
pueden mantener la fuerza medible durante seis meses 0 mas. Las suturas absorbibles pierden

fuerza mucho antes de perder masa; puede tardar meses o afios después de que la sutura
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pierde fuerza para ser absorbida por completo [Scott Taylor 2013]. Las suturas absorbibles,
como la polidioxanona y el poligliconato, son generalmente usadas para cerrar las estructuras
mas internas de la epidermis. Las suturas no absorbibles, como el nylon y polipropileno,
retienen su fuerza tensil por mas de 2 meses, son relativamente no reactivas y son apropiadas
para cerrar las laceraciones mas externas. Es necesario retirar este tipo de suturas.

El polipropileno y la polidioxanona son los ejemplos més comunes de sutura no absorbible
y absorbible, respectivamente. Estos dos tipos de suturas son empleados en cierres de
laparotomia [Simén-Allué 2014]. Las caracteristicas principales de las suturas de
polidioxanona son: entre 450-560 MPa de resistencia limite, 30-38% de alargamiento de
rotura, 1,2-1,7 GPa de modulo de Young y presentan una funcionalidad de 4-6 semanas. De
igual forma las caracteristicas principales de las suturas de polipropileno son: entre 410-760
MPa de resistencia limite, 30-60% de alargamiento de rotura, 2,1-4,1 GPa de modulo de
Young, con una funcionalidad permanente y su manufactura es econémica [Wolf 2015]. Este
tipo de suturas son usualmente esterilizadas con oOxido de etileno y ocasionalmente con
radiacion de alta energia [Scott Taylor 2013].

Baimark, et al. (2005) sintetizaron y caracterizaron suturas no absorbibles empleando la
técnica del melt-spinning de un copolimero en blogue de poli(L-lactido-co-g-caprolactona)
logrando un balance entre las propiedades mecanicas y la biodegradabilidad y a su vez
encontraron buena correlacion estructura-propiedades de la sutura monofilamento obtenida
en la investigacion [Baimark 2005]. Reddy et al. (2010) optimizaron parametros en el
proceso de spinning para obtener fibras de PU empleando la técnica del hilado en seco. Los
autores determinaron diferentes variables y llegaron a concluir que al modificar las variables
se puede mejorar la suavidad y recuperacion elastica de las fibras [Reddy 2010]. Simén-Allué
et al. evaluaron el comportamiento mecanico de cuatro tipos de suturas. Una de estas suturas
era un PU comercial (Assuplus®) y encontraron que este polimero es adecuado para el cierre
de la pared abdominal debido a su comportamiento mecanico comparado con polipropileno
y la polidioxanona [Simén-Allué 2014].

Vogels et al. (2017) afirman que una de las complicaciones al utilizar suturas para cerrar
heridas consiste en el efecto generado por tensiones elevadas de los materiales de sutura sobre
la cicatrizacién de la herida, debida a la necrosis y la destruccion de los tejidos dentro de los

lazos de las suturas. Una posible solucidn es utilizar materiales de sutura con la capacidad de
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regular la tension de la sutura, a través de la elasticidad; esto podria mejorar la cicatrizacion
de heridas. Es asi como estos autores desarrollaron hilos de PUs y luego realizaron una
evaluacion in vivo de la respuesta celular y los cambios funcionales en la tension de la sutura
[Vogels 2017]. El seguimiento de biocompatibilidad se realizé durante 7 y 21 dias luego de
implantar la sutura y no se presentaron sefiales de infeccion de la herida ni anomalias debidas
al material implantado. Con respecto a la tension de las suturas se realiz6 una comparacion
con suturas de polipropileno y durante el primer minuto de ensayo se observo que las suturas
de polipropileno presentaban un pico de tension mayor que las de PU, pero luego de ese
tiempo esas diferencias desaparecieron, comportandose bajo la misma tendencia. Los autores
afirman que los hilos de PUs generarian una menor constriccion y probablemente menos
necrosis, por lo que proponen como material candidato para el desarrollo de suturas, el uso
de PUs gracias a sus diversas propiedades [Vogels 2017].

Es asi como en el presente proyecto se desarrollaron materiales para suturas no absorbibles
tipo PU con polioles derivados del aceite de higuerilla con propiedades elasticas adecuadas.
Se buscaba responder la siguiente pregunta: ¢ Cual es la formulacién adecuada para sintetizar
poliuretanos a partir de polioles derivados de aceite de higuerilla modificados quimicamente
como materiales para suturas no absorbibles, que presenten una buena correlacion entre las
propiedades mecéanicas y bioldgicas in vitro, en funcion de la estructura de los monémeros

empleados?

1.6 CONCLUSIONES

Los PUs han tenido un impacto significativo en el avance de la busqueda de materiales
para las diversas aplicaciones biomédicas, y permaneceran siendo objeto de estudio en las
siguientes generaciones. La biodegradabilidad de los PUs y el resto de propiedades
caracteristicos de los mismos, son los atractivos para seguir investigaciones en el campo
biomédico y de esa forma superar las desventajas que aln presentan estos materiales. Con
los materiales que se planted obtener durante esta investigacion se espera que sean aptos para
el campo biomedico, debido a la integracion de ciencias actuales, que implica la medicina,
la biologia, la ciencia de los materiales e ingenieria, con lo que se tiene un mayor
conocimiento sobre la relacién de interaccion de los biomateriales con la respuesta biol6gica

y demaés propiedades de los 6rganos humanos. Se debe resaltar la importancia de buscar una
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correlacion entre las propiedades mecéanicas y las propiedades bioldgicas desde el proceso de
sintesis de los PUs que permitan mantener la biocompatibilidad requerida para los
dispositivos médicos. De esta forma, el futuro de la busqueda de PUs funcionales
biocompatibles y biodegradables esta directamente relacionado con la formacion de equipos

multidisciplinarios para llevar a cabo las investigaciones necesarias.
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CAPITULO 2

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, MECANICAS Y

MORFOLOGICAS DE LOS MATERIALES PARA SUTURAS EN FUNCION DE
LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS MONOMEROS EMPLEADOS

2.1 RESUMEN

Los poliuretanos (PUs) representan una clase importante de polimeros termoplasticos y
termoestables cuyas propiedades mecénicas, térmicas, y quimicas pueden ser modificadas
desde la sintesis. El objetivo de esta investigacion fue sintetizar materiales no absorbibles en
términos de degradacion, con propiedades mecanicas aptas para ser utilizados como
materiales candidatos para suturas quirtrgicas no absorbibles. Se sintetizaron PUs con
polioles derivados del aceite de higuerilla y diisocianato de isoforona (IPDI), diisocianato de
hexametileno (HDI) y 4,4'-metilenbis(isocianato de ciclohexilo) (HMDI). Se utilizaron como
aditivos policaprolactona diol (PCL) y quitosano (Ch). Los materiales fueron evaluados en
sus propiedades mecanicas determinando las curvas de tension-deformacion, espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), analisis termogravimétrico (TGA), analisis
de calorimetria diferencial de barrido (DSC), angulo de contacto, absorciéon de agua,
microscopia electrénica de barrido, entre otros. Con base a los resultados se observo que las
propiedades mecanicas varian dependiendo del poliol empleado y el tipo de diisocianato, y
los aditivos no presentaron efectos significativos sobre las propiedades evaluadas. Los PUs
derivados de aceite de higuerilla con diferente grado de transesterificacion (P.2 y P.3)
presentaron propiedades mecanicas superiores a los PUs con el poliol sin modificar P.1. Los
PUs con diisocianatos alifaticos ciclicos (IPDI y HMDI) presentaron propiedades mecanicas
mejores que la obtenidas con materiales sintetizados con el diisocianato alifatico lineal
(HDI). Los PUs sintetizados con IPDI presentaron los valores més altos de esfuerzo maximo
a la ruptura (17 MPa), un médulo de Young entre 0,176 y 0,937 MPa y una elongacion
superior a 250% cuando se utilizaba el poliol modificado P.3. El tipo de diisocianato, el tipo
de poliol y la concentracion de PCL presentaron una interaccion significativa sobre las
propiedades mecanicas y el angulo de contacto. Los resultados indican que los PUs
sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla 'y con el diisocianato IPDI pueden
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ser empleados como materiales para el disefio de suturas biomédicas no absorbibles gracias

a las propiedades mecénicas, fisicoquimicas y morfolégicas presentadas.

2.2 INTRODUCCION

Los poliuretanos (PUs) representan una importante parte de productos industriales que se
caracterizan por ser flexibles, resistentes al impacto y durables, caracteristicas que los
convierten en polimeros con multiples aplicaciones [Spirkova 2016]. El proceso de sintesis
consiste en la reaccion de un poliisocianato con un poliol [Gunatillake 2006,
Chashmejahanbin 2014, Vroman 2009]. Los PUs (copolimeros de bloque segmentados) estan
conformados por segmentos duros (o rigidos) y suaves (o blandos) [Bat 2014, Pergal 2012,
Liu 2014]. Los segmentos duros y blandos estan conectados por medio de enlaces uretano,
donde el segmento duro proporciona los entrecruzamientos fisicos dentro de la matriz de
segmento blando [Murray 2013].

Actualmente existe un incremento en el uso de materias primas de fuentes renovables,
debido principalmente a razones econémicas y ambientales. A medida que el precio del
petroleo fluctla, también lo hacen las materias primas poliméricas. De otro lado, debido a la
creciente preocupacion ambiental, el uso de aceites vegetales como materia prima para la
sintesis de polimeros se ha incrementado [Mekewi 2017]. Los aceites vegetales contienen
acidos grasos que varian de una planta a otra y se caracterizan por la presencia de uno, dos o
mas grados de insaturacion, que los hace reactivos y adecuados para una amplia variedad de
modificaciones quimicas [Mekewi 2017]. EI empleo de aceites vegetales en la sintesis de
polimeros podria mejorar la biodegradacion, la flexibilidad y la compatibilidad [Mekewi
2017].

El aceite de higuerilla presenta algunas ventajas respecto a los otros aceites para ser
empleados como polioles en la sintesis de poliuretanos. Es un aceite que no se emplea en la
industria alimenticia [Hejna 2017], ya que contiene compuestos tdxicos como la ricina
[Meneguelli de Souza 2018]. Se puede incorporar en la sintesis de PUs sin modificaciones
previas, debido al elevado contenido de triglicérido del &cido ricinoléico [Arévalo 2016]. De
igual forma contiene insaturaciones que le proporcionan una baja viscosidad permitiendo ser
utilizado de forma directa como poliol [Omonov 2017]. Adicional a esto, la presencia de

grupos hidroxilos en la estructura quimica del aceite de higuerilla facilita modificaciones
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quimicas del poliol, con lo que se obtienen diferentes propiedades mecanicas del PU
[Uscétegui 2016]. Es el unico aceite comun que contiene grupos hidroxilo, y adicional a eso
la presencia de otros sitios reactivos, dobles enlaces y grupos éster, permite adicionar mas
grupos hidroxilo reactivos en la cadena y de esta forma se convierte en una materia prima
atractiva para la sintesis de PUs [Zhang 2017]. Mediante modificaciones quimicas de la
estructura es posible variar propiedades como la flexibilidad, el porcentaje de degradacion,
el caracter hidrofilico, entre otros [Wolf 2015].

Dado que las propiedades mecanicas, térmicas, quimicas y biologicas de los PUs se
pueden variar durante el proceso de sintesis [Qiu 2013, Shourgashti 2010, Dulinska-Molak
2013, Morral-Ruiz 2014, Chan-Chan 2010], la adicion de polimeros, como policaprolactona
diol (PCL) o quitosano (Ch) pueden modificar las propiedades de los PUs como la
biocompatibilidad [Usman 2016]. La PCL es un polimero atractivo para el desarrollo de
biomateriales por presentar propiedades como elevada cristalinidad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, facilidad en el procesamiento de biomateriales, entre otras [Wu 2016]. El
Ch es un polisacarido que se obtiene de fuentes renovables debido a que hace parte de la
estructura de algunos crustaceos. EI Ch se caracteriza principalmente por ser biocompatible,
biodegradable, bioadhesivo, no toxico, posee propiedades antimicrobianas, entre otros
[Usman 2016, Anirudhan 2016, Kaur 2013]. Estas propiedades le han permitido a la PCL y
al Ch ser utilizados en algunas aplicaciones como apdsitos para heridas, suturas quirdrgicas,
andamios en ingenieria de tejidos, entre otros [Wu 2018].

Son diversas las aplicaciones de PUs en el campo biomédico debido a la variabilidad de
propiedades que presentan este tipo de polimeros. Al utilizar cadenas alifaticas provenientes
de aceites vegetales, se obtienen PUs flexibles, y al utilizar diisocianatos ciclicos se obtiene
mayor resistencia mecanica [Zhang 2017]. Es asi como es necesario realizar una
caracterizacion especifica de cada uno de los materiales sintetizados para determinar la
funcionalidad como materiales candidatos como dispositivos biomédicos. Por lo tanto, el
objetivo de este capitulo fue sintetizar materiales tipo PUs con tres polioles derivados del
aceite de higuerilla (Ricinus communis) y diisocianato de isoforona (IPDI), diisocianato de
hexametileno (HDI) y 4,4'-metilenbis(isocianato de ciclohexilo) (HMDI), con adicién de
PCL y Ch, y evaluar las propiedades fisicogquimicas, mecanicas y morfologicas de los

materiales en funcion de la estructura quimica de los monomeros empleados para la sintesis.
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Al poder relacionar la estructura de los monoémeros empleados con las propiedades de los
PUs sintetizados, se podria determinar si los PUs pueden ser candidatos en aplicaciones

biomédicas como materiales como suturas no-absorbibles.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Reactivos

Aceite de higuerilla (Ricinus communis) adquirido en Quimicos Campota y Cia, Ltda.,
Colombia. diisocianato de isoforona (IPDI), diisocianato de hexametileno (HDI), 4,4'-
metilenbis(isocianato de ciclohexilo) (HMDI), policaprolactona diol (PCL) con peso
molecular promedio de 2000 g mol™?, quitosano (Ch) de bajo peso molecular con un
porcentaje de deacetilacion entre 75-85% Yy n-octano fueron adquiridos con Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Pentaeritritol marca Merck & Co., Inc. (Alemania).

2.3.2 Obtencion de polioles

Los polioles fueron derivados del aceite de higuerilla (P.1, P.2 y P.3). P.1 correspondia
a aceite de higuerilla comercial sin modificar. Los polioles P.2 y P.3 se obtuvieron por medio
de una transesterificacién con pentaeritritol [Valero 2015]. Para la reaccion se elevé la
temperatura del aceite de higuerilla a 120 °C durante 10 min. Se incrementd la temperatura
a 210 °C y se adicion6 pentaeritritol (1,32% y 2,64% mol de pentaeritritol/mol de aceite de
higuerilla para P.2 o P.3, respectivamente) y 6xido de plomo al 0,05% como catalizador. Se
mantuvo a 210 °C durante 2 h. El indice hidroxilo de los polioles se determiné de acuerdo
con la norma ASTM D1957-86 [Valero 2009].

2.3.3 Sintesis de poliuretanos

Para la sintesis de los materiales se utilizé un disefio factorial completo para estudiar el
efecto de varios factores sobre las variables de respuesta. Se utilizaron 4 factores, 2 variables
categodricas con 3 niveles cada uno, y dos variables numéricas cada uno con 4 niveles
igualmente espaciadas, segun se observa en la Figura 5. Con este disefio experimental se
sintetizaron 144 matrices de PUs en forma de laminas de 15 cm x 9 cm x 0,3 cm (largo x
ancho x alto). Los PUs fueron sintetizados por el método del pre-polimero con los
diisocianatos IPDI, HDI y HMDI en una relacion constante NCO/OH (1:1) [Valero 2014].
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El poliol se llevo a 60 °C y se adicion0 el diisocianato y se mantuvo a 300 rpm por 5 min. Se
adiciond PCL (0, 5, 10 y 15% p/p con respecto a la masa del poliol del aceite) y Ch (0, 1, 2
y 3% p/p con respecto a la masa del poliol del aceite) segin se observa en la Figura 5. El
curado se realiz6 a 110 °C durante 12 h [Valero 2015].

Tipode Tipo de poliol Adicién PCL Adicion Ch
Diisocianato «3 niveles: 4 niveles: 0,5, || +4 niveles: 0, 1,
-3 niveles: HDI, P, P2, P3 || 10, 15% (pip) 2, 3% (p/p)
IPDI, HMDI

Figura 5. Mondmeros y aditivos empleados en el proceso de sintesis de PUs.

Para denotar los polimeros sintetizados, se utilizara la siguiente nomenclatura: P.n-dii-
XPCL-yCh, donde n representa el poliol utilizado (1 para el Aceite de higuerilla sin modificar,
2 para el aceite de higuerilla con 1,32 % de pentaeritritol/mol y 3 para el aceite de higuerilla
con 2,64 % pentaeritritol/mol), dii representa el diisocianato utilizado (HDI para el
diisocianato de hexametileno, IPDI para el diisocianato de isoforona y HMDI para el 4,4'-
metilenbis(isocianato de ciclohexilo)) y x e y representan el porcentaje de PCL y Ch

respectivamente. En el Anexo 1 se detallan los cddigos de los polimeros sintetizados.

2.3.4 Ensayos mecanicos

Por medio de una maquina de traccion universal EZ-LX (Shimadzu, Japan) se determind
el esfuerzo maximo, el porcentaje de elongacion y el modulo de Young de los poliuretanos
(siguiendo la norma ASTM D638-10). Se utilizé una celda de carga de 5 kN con una
velocidad de desplazamiento de las mordazas de 25 mm min [Simén-Allué 2014, Yoshida

2014]. Tres muestras de 40 mm x 6 mm x 3 mm (largo x ancho x espesor) fueron ensayadas.

2.3.5 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
Las estructuras quimicas se evaluaron por medio de un espectrometro ATR-FTIR (Bruker
ALPHA), en un intervalo de 400 y 4000 cm™. El espectro corresponde al promedio de 24

escaneos a una resolucion espectral de 4 cm™ [Mekewi 2017, Shah 2018].
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2.3.6 Anélisis térmico

Anélisis termogravimétrico. EI comportamiento térmico fue evaluado en un analizador
termogravimétrico acoplado a calorimetria diferencial de barrido modelo TGA/DCS1
(Mettler Toledo, USA). De acuerdo con la norma ASTM D6370 las condiciones usadas
fueron: velocidad de calentamiento de 25 °C min, rango de temperatura de 25-600 °C,
atmosfera de nitrogeno y muestras de 15+2 mg [Arévalo 2016].

Calorimetria diferencial de barrido. Se determiné la temperatura de transicion vitrea por
medio de un analizador DSC (calorimetria diferencial de barrido), modelo DSC 3+ (Mettler
Toledo, USA). Las condiciones fueron las siguientes: rango de temperatura desde -70 °C
hasta 150 °C, atmésfera de nitrgeno con 20 mL min* de flujo y con muestras de peso 10+2
mg [Hormaiztegui 2018].

2.3.7 Caracter hidrofilico

Angulo de contacto. Se determind con un equipo para medir angulo de contacto “Drop
Shape Analysis — DSA” (GH11, Kriss) (Alemania). De acuerdo con la norma ASTM-
D7334-08 (2013) la medicion se realizo con el método de perfil de gota sésil “sessile drop”,
utilizando 10 pL de agua destilada a 20 °C [Kanmani 2014]. Se realizaron 10 mediciones de
cada material.

Porcentaje de absorcion de agua. Para remover cadenas no entrecruzadas y residuos de
mondmeros tras la sintesis, los materiales de PU se lavaron con etanol durante dos dias,
renovando el etanol cada dia. Después el solvente se remplazé por agua desionizada durante
dos dias mas. Los materiales se secaron en cdmara de vacio (0,01 mm Hg) a 37 °C durante
24 h [Conejero-Garcia 2017]. El porcentaje de absorcion de agua se determind por inmersion
en agua destilada de la muestra hasta obtener peso constante. Luego se retird el agua residual
de las muestras con papel filtro seco y se pesaron las muestras [Cztonka 2018]. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado. El porcentaje de absorcion de agua a equilibrio fue
calculado comparando la masa de la muestra (1;) después de obtener peso constante, con la
masa inicial (172;) de la muestra usando la ecuacion 1 (Ec. 1):

i—Me

% de absorcion de PUs = m— * 100 (Ec. 1)

mi
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2.3.8 Determinacion de densidad

La densidad de los materiales se determind utilizando la técnica del empuje de
Arquimedes con una balanza Mettler AX 205 (Mettler-Toledo Inc.) con una sensibilidad de
0.01 mg y con un kit para determinar densidad Mettler ME 33360. Se utilizaron muestras
secas de 5 mm x 5 mm x 3 mm para calcular la densidad por triplicado. Los PUs se pesaron
en el aire (maire) Y luego se sumergieron en n-octano con una densidad conocida (pxr-octano) Y
se obtuvo el peso en inmersion (mn-octano) @ 20 °C. La densidad se calculd por medio de la

siguiente ecuacién 2 (Ec. 2) [Conejero-Garcia 2017]:

Densidad de PUs = ——airePn-octano (Ec. 2)

(Mgire—Mn-octano)

2.3.9 Anaélisis térmico dinamo-mecénico (DMTA)

El efecto de la temperatura sobre las propiedades mecanicas se evalué por medio de un
ensayo de DMTA. Se utilizé un analizador termomecanico DMA 8000 PerkinElmer a una
frecuencia de 1 Hz, una deformacion del 0,1% y un programa de temperatura entre -90 °C y
150 °C, con una velocidad de calentamiento de 5 °C min™. Se determin6 el mddulo de

almacenamiento y el factor de pérdidas, tand [Gurunathan 2015].

2.3.10 Microscopia electronica de barrido por emision de campo (FESEM)

La caracterizacion morfoldgica de los PUs se realizd en un Microscopio Electronico de
Barrido de Emision de Campo (FESEM), ZEISS (ULTRA 55) de Oxford Instruments. Los
PUs se lavaron con etanol durante dos dias, renovando el etanol cada dia. Después el solvente
se remplazé por agua desionizada durante dos dias mas. Los materiales se secaron en cdmara
de vacio (0,01 mm Hg) a 37 °C durante 24 h [Conejero-Garcia 2017]. Las muestras se
recubrieron con platino para observar la morfologia de los materiales, con un voltaje de
aceleracion de 5 kV [Basak 2012].

2.3.11 Anélisis estadistico

Los resultados fueron expresados como valores promedios + desviacion estandar (SD).
Los datos fueron analizados por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias
significativas fueron determinadas para p<0,05. Para la comparacion entre muestras se utilizd
la prueba t-Student con el Software SPSS Statistics 23. Se realizé una evaluacion de

superficie de respuesta por medio del programa estadistico Design-Expert®.
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Propiedades mecanicas de PUs

Para cada uno de los polioles derivados del aceite de higuerilla se determind el indice
hidroxilo luego del proceso de modificacion quimica. Para el poliol sin modificar (P.1) se
obtuvo un indice de 160 mg KOH g* de aceite de higuerilla. En el caso de los polioles
modificados los valores fueron 191 y 236 mg KOH g* para P.2 y P.3, respectivamente.

Los diisocianatos mas empleados en la sintesis de PUs son los aromaticos gracias a las
propiedades mecanicas que generan, pero pueden producir diaminas carcinogénicas y
mutagénicas luego de un proceso de degradacion [Laube 2017], razon por la cual para esta
investigacion se emplearon diisocianatos alifaticos para evitar efectos secundarios de los
materiales sobre los tejidos vivos. Un ensayo mecanico es fundamental para establecer la
aplicacion de determinado biomaterial, ya que permite obtener los parametros de carga que
son requeridos para un tejido de interés [Temenoff 2008]. Es asi como se evaluaron las
propiedades mecanicas de las 144 matrices de PUs por medio de la determinacion de las
curvas de tension — deformacion con las que se calcul6 el esfuerzo maximo, el porcentaje de
elongacion y el médulo de Young. En el Anexo 2 se presentan los resultados de esfuerzo
méaximo y el porcentaje de elongacion de las matrices sintetizadas con HDI, IPDI y HMDI,
respectivamente. En la Figura 6 se presentan los resultados del esfuerzo maximo vy el

porcentaje de elongacion segun el tipo de poliol y el diisocianato empleado en la sintesis.
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Figura 6. Propiedades mecanicas de PUs sintetizados segun el tipo de poliol y diisocianato.
(a) Esfuerzo maximo de PUs. (b) Porcentaje de elongacion de PUs. (c) Mddulo de Young de PUs.
Los datos estan presentados como la media + SD (n=3). Barras con letras diferentes (a. b, ¢, d, e, f, g,
h) indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto al tipo de poliol.

Segun se ha mencionado en parrafos anteriores, las propiedades fisicas y mecanicas
dependen de la estructura atdmica y molecular de los materiales empleados en la sintesis. La
naturaleza de los enlaces y las sub-unidades de la estructura afectan las propiedades
mecéanicas y por lo tanto propiedades de tension/deformacién, las cuales son de interés para
la evaluacion de biomateriales [Temenoff 2008]. Es asi como en la Figura 6 se observa que
la estructura del diisocianato utilizado influye en las propiedades mecanicas presentando
diferencias estadisticas (p<0,05), por lo que una estructura lineal como la del HDI genera
PUs con menores propiedades mecanicas (esfuerzo maximo y porcentaje de elongacién)
comparado con las estructuras que contienen anillos como la del IPDI y el HMDI. EI mayor
valor de esfuerzo maximo (16,86 MPa) se obtuvo con el IPDI y el poliol P.3. Como se
observa en la Figura 3 (Capitulo I) el HDI consiste en una cadena lineal entre los dos grupos
isocianato, el IPDI y el HMDI son diisocianatos alifaticos que contienen uno y dos anillos
respetivamente, entre los dos grupos isocianato. Esto se debe a que algunos de los factores

que definen el comportamiento reoldgico de los materiales resultantes dependen de la
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estructura quimica de los diisocianatos empleados, entre los que se puede mencionar la
isomeria conformacional, los enlaces, el tamafio molecular, entre otros [Borrero-Lépez
2017]. Es por esto que se puede inferir que el tamafio de la molécula y el impedimento
estérico que presentan los diisocianatos alifaticos ciclicos, favorece la densidad de
entrecruzamiento [Borrero-Lopez 2017].

En cuanto al tipo de poliol (derivados del aceite de higuerilla: P.1, P.2 y P.3) se observa
en la Figura 6(a) un incremento en el esfuerzo maximo de todos los materiales sintetizados
con el poliol P.3 con los diisocianatos IPDI y HMDI, es decir, con el poliol que presenta
mayor grado de entrecruzamiento. Es asi como la modificacién quimica realizada a los
polioles incrementa la tension maxima debido al incremento de los entrecruzamientos fisicos
de las matrices poliméricas [Vannozzi 2017a].

Las propiedades mecanicas de los PUs son atribuidas a los dominios de segmentos blandos
y duros, respectivamente [Chashmejahanbin 2014]. Dependiendo de la estructura de los
segmentos duros y blandos, los dominios cristalinos y amorfos se pueden formar y eso define
la rigidez y estabilidad del material [Braun 2016]. Los puentes de hidrogeno causan fuertes
interacciones y por lo tanto, la naturaleza polar del segmento duro causa una fuerte atraccion
generando una formacion de los dominios [Jutrzenka Trzebiatowska 2018]. Es por esto que
al utilizar el poliol P.3 y el IPDI en la sintesis, se incrementan los valores de las propiedades
mecéanicas ya que los segmentos blandos presentan mayor cantidad de grupos hidroxilo, lo
gue a su vez incrementa la densidad de entrecruzamiento, y los segmentos duros estan
conformados por un anillo que generard mayor resistencia.

Con respecto al porcentaje de elongacién a la ruptura (Figura 6(b)), el andlisis present6
diferencias estadisticas (p<0,05) del poliol P.1 comparado con los otros polioles (P.2 y P.3),
presentando un incremento del porcentaje a medida que se modificaba el poliol. También se
observa un efecto por el tipo de diisocianato, ya que los valores mas altos se lograron con los
diisocianatos alifaticos ciclicos. Las propiedades mecanicas de los PUs dependen de muchos
factores, entre los que se puede mencionar el peso molecular, los enlaces quimicos, el
entrelazamiento, la cristalinidad del polimero y el tamafio, la forma y la interaccion del
segmento duro presente en la estructura [Thakur 2013]. Es por esto que los PUs con un mayor
grado de entrecruzamiento presentan valores de esfuerzo maximo y porcentaje de elongacién

mayor independientemente del tipo de diisocianato empleado. Un mayor grado de
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entrecruzamiento genera una estructura mas compacta [Thakur 2013]. Un incremento en la
resistencia se atribuye al contenido de puentes de hidrégeno intermolecular y la densidad de
entrecruzamiento [Gurunathan 2015].

Al analizar el comportamiento de los aditivos empleados en la sintesis sobre las
propiedades mecanicas (Anexo 2), se puede observar que para el diisocianato HDI no se
afecta el esfuerzo maximo con la adicion de PCL y Ch. Los materiales que presentan
diferencias corresponden a los que tienen 2 y 3% de Ch, generando una disminucion del
esfuerzo maximo. En el caso del diisocianato IPDI se encuentran diferencias estadisticas
cuando se adiciona 3% de Ch con el poliol P.2, siendo un valor superior a todos los materiales
sintetizados con P.1 y P.3. Para el poliol P.3 se observa que los aditivos disminuyen el
esfuerzo méaximo comparado con el control. Por Gltimo, para el diisocianato HMDI se
observa que para P.2 y P.3 se disminuye el esfuerzo maximo al adicionar PCL y Ch con
respecto a control.

En una investigacion desarrollada por Chen et al. (2018) sintetizaron PUs con PCL como
poliol, IPDIly PLA y obtuvieron valores de resistencia a la traccion entre 41 y 60 MPa cuando
se utilizan relaciones de acido polilactico (PLA) y PUs a base de PCL en un rango de 80/20
y 95/5. Los autores atribuyen la disminucion de la resistencia a medida que incrementa la
relacion de PCL al efecto plastificante de ciertos polioles de PCL no reticulados, y a una
posible disminucién de la compatibilidad a medida que incrementa el contenido de PCL
[Chen 2018].

Un efecto similar se observa para el porcentaje de elongacion, ya que parael IPDI y HMDI
se disminuye el porcentaje de elongacién cuando se adiciona PCL y Ch con el poliol P.3. El
resto de materiales no presentan diferencias con los aditivos empelados respecto al control.
La flexibilidad que presentan los PUs puede ser debida a la larga cadena de hidrocarburos
del aceite presentes en la cadena del polimero [Thakur 2013].

Dado que el mddulo de elasticidad presenta una nocion de la rigidez del material, se espera
que a mayor rigidez, el modulo de elasticidad también sea mayor. En la Figura 6(c) se observa
que los materiales que presentan un elevado porcentaje de elongacion, son los que presentan
el valor mas bajo del modulo. Esto coincide con los resultados evaluados por Park et al.
(2013), quienes sintetizaron PUs con policaprolactona, diisocianato de hexametileno e

isosorbida con adiciones de seda, y determinaron que el porcentaje de seda més alto
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incrementaba el resultado de rigidez y disminuia el esfuerzo maximo. Los autores afirmaron
que el disefio de polimeros flexibles y suaves permite generar una amplia gama de
biomateriales para regeneracion de tejidos blandos como masculo y ligamento [Park 2013].
De igual forma, Vannozzi et al. (2017) mencionaron que en general los sustratos suaves y
deformables representan caracteristicas claves para la ingenieria de tejidos del musculo
esquelético [Vannozzi 2017].

Para disefiar estructuras a escalas micro que mimeticen tejidos vivos, es necesario que los
valores del modulo elastico superen los 10 kPa [Rezvanain 2017]. Con los resultados
encontrados, se puede sugerir a los PUs sintetizados como candidatos a materiales de suturas
debido a que los rangos de valores del médulo eléstico son superiores a 200 kPa. Esto
teniendo en cuenta que el médulo eléstico de los tejidos de piel humano se encuentra en un
rango entre 50 kPa y 100 MPa [Wu 2016, Garg 2012].

Es indispensable que el disefio de un biomaterial combine flexibilidad con resistencia para
de esa forma lograr propiedades mecénicas similares a las de la piel nativa [Kim 2012].
Vannozzi et al. (2017) disefiaron scaffolds porosos de PU en 3D y determinaron que el valor
del mddulo de Young de los materiales sintetizados fue superior a 250 kPa y por lo tanto
proponen que estos materiales poseen potencial en el campo de la ingenieria de tejidos
[Vannozzi 2017]. Por lo anterior, y luego de analizar las propiedades mecénicas, se puede
proponer a los PUs sintetizados con IPDI como aptos para ser utilizados como materiales
candidatos como suturas biomédicas, ya que presentan el esfuerzo maximo mas alto y un
porcentaje de elongacién elevado, bajo las condiciones de estudio.

Dado que el disefio experimental consistié en un factorial completo con dos variables
categoricas y dos variables numéricas, se realiz6 un analisis de superficie de respuesta con el
programa estadistico Design-Expert® para ratificar el andlisis presentado en los parrafos
anteriores. En la Figura 7 se presentan los resultados del andlisis estadistico de los resultados

del esfuerzo maximo de las 144 matrices.
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Figura 7. Superficies de repuesta de Esfuerzo méximo de todas las matrices sintetizadas (144 PUs).
(a) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol sin aditivos; (b) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol
con PCL; (c) Relacién entre tipo de diisocianato y poliol con Ch. Los datos estan presentados como la media
+ SD (n=3).

De acuerdo con el analisis estadistico se determiné un efecto significativo (p<0,0001)
entre tres de las variables evaluadas: el diisocianato (NCO), el tipo de poliol y el contenido
de PCL. En la Figura 7(a) se presenta el analisis de la relacion entre el tipo de diisocianato y
el poliol con un 0% de aditivos. Se pudo observar que el tipo de diisocianato y el tipo de
poliol presentaron una fuerte influencia sobre la propiedad mecéanica evaluada. Es asi como
el diisocianato de IPDI y el poliol P.3 presentan valores superiores a las otras matrices
sintetizadas. Al realizar el analisis sobre el efecto de la adicion de la PCL, se observa que el
esfuerzo méaximo tiende a disminuir (Figura 7(b)), caso contrario a lo que se observé con la

adicion del Ch (Figura 7(c)) ya que esta variable no presenta un efecto significativo sobre los
resultados.
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El mismo andlisis se realiz6 para el porcentaje de elongacion (Figura 8) y se encontrd un
efecto significativo (p<0,0001) entre el tipo de diisocianato, tipo de poliol y concentracién
de PCL. Igual que en el caso anterior, la concentracion de PCL tiende a disminuir el
porcentaje de elongacion, y la concentracion de Ch no presento efecto significativo sobre la
propiedad evaluada. El porcentaje de elongacion presenta valores superiores cuando se
utilizaron los diisocianatos IPDI y HMDI y el poliol P.3, segln se observa en la Figura 8.

—
\E‘/
C

Porcentaje de elongacion (%)
Porcentaje de elongacién (%)

A: Poliol A: Poliol

Porcentaje de elongacion (%)

Figura 8. Superficies de repuesta del porcentaje de elongacion de todas las matrices sintetizadas (144 PUs).
(a) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol sin aditivos; (b) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol
con PCL; (c) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol con Ch. Los datos estan presentados como la media
+ SD (n=3).
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2.4.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Con un andlisis FTIR se determin0 la eficiencia del proceso de sintesis por medio de la
identificacion de grupos funcionales caracteristicos de los PUs y la ausencia de picos
caracteristicos de los monomeros empleados en el proceso de sintesis. Los espectros de

infrarrojo de los PUs sintetizados segun el tipo de poliol y el diisocianato se observan en la
Figura 9.
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Figura 9. Espectros de FTIR de PUs sintetizados segun el tipo de poliol y diisocianato.

En la Figura 9 se observa que todos los espectros FTIR presentan picos similares
independiente del poliol o del diisocianato empleado en la sintesis, y los picos observados
corresponden a matrices de PU esperadas. La ausencia del pico de tensién del enlace -N=C=0
de los diisocianatos a 2250 cm™ [Laube 2017], indica que no se encuentran grupos isocianato
libres sin reaccionar en las matrices de PU sintetizadas, con lo que se puede inferir que la
reaccion fue completa.

En los espectros se pueden observar picos caracteristicos de PUs. Es asi como alrededor
de los 3330 cm™ se observan las bandas caracteristicas a vibraciones de estiramiento de los
enlaces -N-H [Shah 2018] con lo que se puede inferir que corresponden a los enlaces uretano
generados en las matrices. Cercano a los 2923 cm™ se muestra el pico de estiramiento del

grupo metil, mientras que alrededor de los 2855 cm™ se presentan el estiramiento simétrico
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del enlace C-H. Cerca de los 1700 cm™ se presenta una banda intensa debida al estiramiento
del enlace C=0 [Shah 2018] indicando asi la formacion del grupo uretano. Alrededor de los
1250 cm! se observa el estiramiento del enlace C-N; cerca de los 1140 cm™ se presentan las
vibraciones de estiramiento del enlace C-O [Thakur 2013].

En el Anexo 3 se presentan los espectros FTIR de 16 matrices sintetizadas con el poliol
P.1y el diisocianato IPDI con adicién de PCL y Ch. Los resultados son comparables con los
obtenidos para los polioles P.2 y P.3 con el mismo diisocianato. De igual forma se observo
el mismo comportamiento para las matrices sintetizadas con los diisocianatos HDI y HMDI

(estos resultados no se muestran).

2.4.3 Anélisis térmico
Analisis termogravimétrico. El analisis termogravimétrico se realiz6 por medio de
termogramas de los PUs. En la Figura 10 se presentan los resultados para las matrices

sintetizadas segun el tipo de poliol y el diisocianato.
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Figura 10. Termogramas de los Poliuretanos sintetizados segun el tipo de poliol y diisocianato.
(@) Curva TG de los PUs. (b) Curva DTG de los PUs.

Segun se presenta en la Figura 10 para los PUs sintetizados con los tres polioles y los tres
diisocianatos, se conserva una tendencia con respecto al comportamiento térmico, lo que
indica que no se presentan desplazamientos de las temperaturas de degradacion con el uso de
polioles modificados ni con la variacion del diisocianato. Al obtener las curvas derivadas del
analisis termogravimétrico se observé la presencia de varios picos, lo que concuerda con
otros autores que afirman que el mecanismo de degradacién de los PUs es complejo por la

formacion de diversos compuestos en el proceso [Caki¢ 2017].
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Para cada una de las matrices poliméricas se obtuvo un termograma, con el cual se
determing la estabilidad de los PUs sintetizados en este estudio (los resultados completos no
se muestran). Se observé que el tipo de poliol, diisocianato y aditivos no afectan la estabilidad
térmica de los materiales al compararlo con el material sintetizado con poliol y diisocianato
sin aditivos. En los termogramas se observo que todos los PUs son estables a temperaturas
inferiores a 300 °C y presentan una degradacion completa a temperaturas cercanas a los 600
°C, lo que coincide con la investigacion desarrollada por Jutrzenka et al. (2018), quienes
sintetizaron PUs a base de un derivado de glicerina, polietileno-butileno y diisocianato de
difenilmetano, y determinaron que los materiales eran estables hasta los 300 °C [Jutrzenka
Trzebiatowska 2018]. En un estudio sobre PUs sintetizados con aceite de higuerilla y
diisocianato de isoforona que fueron propuestos como adhesivos quirdrgicos, presentan los
mismos valores de degradacion y los autores afirmaron que los valores relacionados con las
temperaturas de degradacion no afectan la aplicacion biomédica, ya que la temperatura
fisiologica es inferior (=37 °C) [Ferreira 2007].

En general, para las matrices poliméricas se detectaron tres regiones de degradacion. Eso
concuerda con el estudio realizado con matrices poliméricas sintetizadas con aceite de
higuerilla, diisocianato de isoforona, con adicién de PCL y Ch en diferentes concentraciones
[Arévalo 2016]. La primera etapa de degradacion se observa en un rango de 250-370 °C y
corresponde a la degradacion térmica de los enlaces de uretano que se forman en los
segmentos duros y se caracterizan por ser térmicamente inestables [Bakhshi 2014]. La
segunda etapa se encuentra entre 375-430 °C y corresponde a la degradacion de los
segmentos suaves [Jutrzenka Trzebiatowska 2018]. Esto coincide con lo observado por Aung
et al., (2014) quienes sintetizaron adhesivos de PU basados en aceite de Jatropha y
determinaron que los segmentos duros se descomponen antes que los segmentos blandos
(cerca de 400 °C) [Aung 2014]. La ultima etapa se encuentra en un rango de 425-500 °C y
corresponde a la degradacion térmica de los enlaces dobles de acidos grasos remanentes del
aceite de ricino [Corcuera 2010].

Calorimetria diferencial de barrido (DSC). En la Figura 11 se encuentran las curvas de
DSC para las matrices sintetizadas con el poliol P.1 y con los tres diisocianatos. Con la
evaluacion de las curvas DSC se determind la temperatura de transicion vitrea (Tg) de los

PUs. En el Anexo 4 se presentan los valores de la Ty para todos los materiales sintetizados
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con IPDI. Se seleccionaron los PUs sintetizados con IPDI debido a los resultados obtenidos

con el andlisis estadistico de las propiedades mecanicas.

P 1-HDI
—P.1-IPTI
—P.1- EMDI
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Temperatura (“C)

Figura 11. Termogramas DSC de PUs sintetizados con el poliol P.1 y con diferente diisocianato.

En la Figura 11 se observa que el tipo de diisocianato influye significativamente sobre la
Tg. Esto coincide con lo explicado en las propiedades mecanicas sobre la estructura molecular
del diisocianato. Los valores de la Tq para HDI, IPDI y HMDI sin aditivos son -35,82 °C, -
14,79 °C y -8,57 °C, respectivamente. Es asi como el diisocianato alifatico lineal (HDI)
presenta los valores més bajos de Ty (entre -40 °C y -20 °C aproximadamente). Los
diisocianatos alifaticos con anillos como el IPDI y el HMDI presentan valores superiores de
Tg, posiblemente debido a la energia necesaria para reorganizar las moléculas del PU.

De igual forma, se observa que el tipo de poliol también presenta un efecto sobre la Tg, €s
asi como la tendencia observada consiste en disminuir la Tq a medida que se disminuye el
indice hidroxilo, lo que coincide con el tipo de entrecruzamiento de los PUs sintetizados,
indicando que se necesita una energia mayor para reordenar la estructura por un cambio entre
las fuerzas intermoleculares. Esto puede ser debido a interacciones secundarias resultantes
de la estructura hiperramificada generada [Saikia 2017]. Las propiedades térmicas de los PUs
dependen de la cantidad de enlaces uretano presentes en la estructura, ya que éstos pueden
tolerar una cantidad considerable de calor [Thakur 2017]. Saénz-Pérez et al. (2016)
sintetizaron PUs con glicol de polioxotetrametileno y diisocianatos de difenilmetano o
tolueno y butanodiol. En la determinacion de la Tq encontraron que los valores incrementaban

a medida que se aumentaba la cantidad del extensor de cadena. Por lo tanto, los autores
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afirman que el incremento del valor de la Ty fue generado por la reduccion en la movilidad
de los segmentos de la cadena, debido al incremento de los segmentos duros [Saenz-Pérez
2016].

El triglicérido del acido ricinoléico del aceite de higuerilla empleado como poliol contiene
una estructura ordenada donde los grupos hidroxilo tienen una distribucién uniforme dentro
de la cadena, lo que permite obtener un PU con una estructura uniformemente reticulada con
lo que se logran propiedades mecénicas elevadas y estabilidad térmica [Zhang 2017]. De
forma general se puede decir que todas las matrices sintetizadas presentan un solo valor de
Ty lo que indica que todos los materiales presentan una dispersion homogénea de los
segmentos. Los resultados de la Tg son similares a los reportados para PUs a base de
polietilenglicol, poli (e-caprolactona-co-D, L-lactida) y diisocianato de diuretano (con
diisocianato de hexametileno y butanodiol), donde los autores encontraron valores cercanos
a -33 °C. Del mismo modo, los autores no encontraron picos exotérmicos porque los
materiales eran amorfos [Hou 2016]. Con lo expuesto en los parrafos anteriores, se puede
generalizar que los PUs son estables térmicamente y que pueden ser empleados en diversas

aplicaciones biomédicas como por ejemplo como materiales para suturas no absorbibles.

2.4.4  Caracter hidrofilico
Angulo de contacto. Para evaluar el caracter hidrofilico de los PUs se determin6 el angulo
de contacto del agua sobre sus superficies. En la Figura 12 se presentan los resultados de los

PUs sintetizados segun el tipo de poliol y diisocianato empleado.
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Figura 12. Angulo de contacto de PUs sintetizados segtn el tipo de poliol y diisocianato.
Los datos estan presentados como la media £ SD (n=10). Las barras con letras diferentes (a. b, ¢, d) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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De acuerdo con el andlisis estadistico de la Figura 12, se observa que para el poliol P.1
no se presentan diferencias significativas con los diisocianatos empleados. Caso similar
sucede con P.2 para los diisocianatos HDI e IPDI, puesto que para HMDI se presenta una
disminucion del angulo. Para P.3 se observan diferencias estadisticas con los tres
diisocianatos debido a que se presenta una reduccion de los valores del angulo con el
diisocianato lineal, indicando una disminucion del caracter hidrofobico. Esto probablemente
sea debido a la rigidez del material, lo que a su vez incrementa la afinidad por el agua.

En el Anexo 5 se presentan los resultados del &ngulo de contacto de todas las matrices
sintetizadas con IPDI, que fue seleccionado de acuerdo con el analisis estadistico previo de
las propiedades mecanicas. Segun el analisis estadistico se puede inferir que la adicion de
PCL y de Ch sobre los valores del angulo de contacto, no presenta diferencias significativas
(p<0,05) y por lo tanto no influyen sobre el carécter hidrofilico. Se encontraron valores
cercanos a 100 grados, por lo que se puede deducir que los materiales tienden a ser de caracter
hidrofobico. Mi et al. (2017) determinaron el angulo de contacto de PUs termopléasticos a
base de PCL vy diferentes extensores de cadena y los valores fueron cercanos a 90 grados.
Atribuyen los resultados del angulo de contacto a los grupos funcionales hidrofilicos que
estan en los extensores de cadena empleados. Los autores afirman que aunque los PUs
mantienen la misma estructura quimica, la variacion de los mondémeros en la sintesis puede
afectar la humectabilidad y por lo tanto variar el comportamiento de degradacion [Mi 2017].

De igual, forma Gossart et al. (2018) evaluaron el angulo de contacto de PUs sintetizados
con diisocianato de L-lisina, metacrilato de hidroxietilo y poli(hexametileno-carbamato) y
encontraron valores superiores a 80 grados. Los autores afirman que los valores comunes
reportados para matrices de PUs se encuentran en un rango de 80 a 90 grados y que depende
de la estructura del PU y de las interacciones con las superficies [Gossart 2018]. Los
resultados del angulo de contacto de la Figura 12 son superiores a los reportados;
posiblemente sea por la red entrecruzada que genera por el tipo de monémeros empleados en
la sintesis y que hacen que los materiales tiendan a ser hidrofébicos.

Se realiz6 un andlisis de superficie por medio de Design-Expert® de la interaccion que
tiene el tipo de diisocianato, el tipo de poliol y las diferentes concentraciones de PCL y Ch
sobre el angulo de contacto (Figura 13). Se encontro un efecto significativo (p<0,0001) entre

el tipo de diisocianato, el tipo de poliol y la concentracion de PCL. La concentracion de Ch
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no presenta efectos significativos sobre los valores del angulo de contacto de acuerdo con el

anélisis.

Angulo de contacto (%)
Angulo de contacto (°)

A: Poliol A: Poliol

Angula de contacto (%)

A: Poliol

Figura 13. Superficies de repuesta del porcentaje de elongacion de todas las matrices sintetizadas (144 PUs).
(a) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol sin aditivos; (b) Relacion entre tipo de diisocianato y poliol
con PCL; (c) Relacién entre tipo de diisocianato y poliol con Ch. Los datos estan presentados como la media
+ SD (n=3).

El IPDI es uno de los diisocianatos que tiene un comportamiento similar de angulo de
contacto con los tres tipos de polioles, es decir no presenta diferencias significativas y por lo
tanto no varia el caracter hidrofilico. De acuerdo con los resultados observados sobre las
propiedades mecanicas, térmicas, de infrarrojo y el caracter hidrofilico que ejerce el efecto
del diisocianato sobre dichas propiedades, se decidid continuar la investigacion con el IPDI
debido a que representaba mejor las propiedades requeridas para proponer al material como

candidato en el disefio de suturas biomédicas no absorbibles.

42



Porcentaje de absorcion de agua. En la Figura 14 se presentan los resultados del
porcentaje de absorcion de agua de los PUs sintetizados con IPDI y la adicion de PCL y Ch
durante 72 h de ensayo.
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Figura 14. Porcentaje de absorcién de agua durante 72 h.
Los resultados de absorcion estan dados como la media + SD (n=3).

Se realiz6 un seguimiento de los pesos de los materiales hasta obtener peso constante
durante 24, 48, 72 y 144 h, pero los datos no se muestran por no presentar diferencias
estadisticas luego de las 48 h. Segun los resultados, se puede observar que los valores del
porcentaje de absorcion de agua oscilan entre 0,5 y 1,5%. Segun se observa en la Figura 14,
la adicién de PCL y Ch tienden a aumentar el porcentaje de absorcién comparado con el
material que no contiene aditivos, aunque la diferencia en los porcentajes no es superior a la
unidad. Es probable que, al aumentar la cantidad del aditivo, se presenten mas grupos
funcionales disponibles para interactuar con el medio, que también es polar. Sin embargo, al
aumentar la funcionalidad del poliol, el efecto generado es inverso, como se observo para los
materiales sintetizados con P.3 y 5% de PCL que presentaron una reduccion del porcentaje
de absorcion con respecto al PU sin aditivo. Las interacciones internas (puentes de
hidrogeno) aumentan el efecto barrera al evitar la difusion del fluido. Ademas, la funcion de
aditivo hace que las cadenas se reorganicen, presentando una reduccion de los defectos

volumétricos o las vacantes en las que se puede depositar el agua [Temenoff 2008].
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Marques et al. (2016) evaluaron un bioadhesivo sintetizado a partir de &cido lactico en el
que la absorcion de agua fue del 10%. Los autores notaron que los porcentajes moderados de
absorcion de agua mejoran el caracter hemostatico de los materiales [Marques 2016].

El angulo de contacto y el porcentaje de absorcion proporcionan informacion acerca de la
hidrofobicidad/hidrofilicidad y podria ser un indicador indirecto de la movilidad molecular
de la superficie. La humectabilidad de la superficie puede afectar la adsorcion de proteinas
en la superficie y la biocompatibilidad [Sheikh 2016]. Esta es una de las razones por la cuales
es indispensable realizar un estudio de la biocompatibilidad de los materiales para determinar
la posible aceptacion de los mismos en el cuerpo humano. Por lo anterior, los PUs
sintetizados en este estudio pueden sugerirse como candidatos en aplicaciones biomédicas,
como materiales para suturas no absorbibles teniendo en cuenta los valores de absorcion de

agua bajo las condiciones del ensayo.

2.4.5 Determinacion de densidad
La densidad de los materiales sintetizados con IPDI y las concentraciones mas altas de
PCL y Ch se presenta en la Figura 15.
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Figura 15. Densidad de los PUs sintetizados con IPDI y con 3% Ch y 15% PCL para cada poliol empleado.
Los datos estan presentados como la media + SD (n=3). Barras con letras diferentes (a. b, ¢, d, e, f) indican
diferencias significativas (p<0,05).

Segun se observa en la Figura 15, la densidad de los PUs depende del tipo de poliol
empleado, lo que coincide con los resultados presentados sobre las propiedades mecanicas y

térmicas. A medida que incrementa la densidad de entrecruzamiento, se incrementa la
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densidad del material polimérico resultante de forma significativa, aunque la diferencia entre
el valor més alto y el méas bajo es inferior al 5%. Esto est4 de acuerdo con los resultados de
Conejero-Garcia et al. (2017) quienes sintetizaron poliglicerol sebacato con distinto grado
de entrecruzamiento como material para diversas aplicaciones en el campo de la ingenieria
tisular. Los valores de densidad reportados por los autores oscilan entre 1,13y 1,14 g ml*
[Conejero-Garcia 2017].

Las altas densidades de materiales poliméricos se pueden relacionar con un mayor
contenido de hidroxilo (OH) debido al aumento de las reacciones de reticulacion [Carrigo
2016]. En la investigacion realizada por Carrico et al. (2016) observaron que al aumentar el
contenido de aceite de ricino en la formulacion de espuma se incrementaba la densidad
aparente, lo que sugiere que las cadenas de polimero estaban méas empaquetadas con menor
volumen libre y células mas pequefias, lo que a su vez aumentaba la rigidez de estos

materiales [Carrico 2016].

2.4.6  Anélisis térmico dinamo-mecénico (DMTA)
La Figura 16 presenta el comportamiento dindmico, DMTA, en modo de tension de los

PUs correspondientes a la evolucion del modulo y el factor de pérdida frente a la temperatura.
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Figura 16. Termogramas DMTA de PUs sintetizados con IPDI segun el poliol.
(a) Factor de pérdida, (b) Modulo de almacenamiento.

Con la variacién del médulo de almacenamiento y el factor de pérdida se pudo observar
los desplazamientos que sufre la Tq para los materiales evaluados. Se puede observar que la
Ty incrementa cuando se utiliza el poliol P.2 y P.3; esto probablemente sea por la rigidez de
la estructura y la mayor generacion de puentes de hidrogeno, debido al elevado indice

hidroxilo presente en el poliol [Chen 2018, Gurunathan 2015]. Con lo anterior se podria
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inferir que la compatibilidad de los materiales disminuye con el poliol sin modificaciones y
por ende con menor grado de entrecruzamiento.

Resultados con una tendencia similar fueron encontrados por Chen et al. (2018) sobre
matrices de PU sintetizados con PCL como poliol, IPDI y PLA. Los autores reportaron que
cuando la movilidad de la cadena disminuia, el valor de la T4 incrementaba. Por lo tanto,
observaron que la compatibilidad de las fases disminuia al incrementar el contenido de PCL
por un posible efecto plastificante de material no reticulado [Chen 2018].

Un comportamiento similar se presenta con los resultados del modulo. Se observa que los
valores mas bajos corresponden a los materiales sintetizados con P.1 (poliol sin
modificacion), comparado con los polioles P.2 y P.3 que presentan un contenido superior de
grupos hidroxilo. Cuando el contenido de grupos hidroxilo aumenta, se genera un incremento
del grado de entrecruzamiento, lo que a su vez dificulta la movilidad de las cadenas del
polimero y por ende el mdédulo de almacenamiento aumenta. Una disminucion en la
movilidad de la cadena polimérica puede limitar la transferencia y difusion de energia, y esto
podria disminuir la capacidad de absorcion de la resistencia al impacto y la deformacion
[Chen 2018].

La relacién entre los segmentos duros y blandos es importante ya que actdan como un
agente reticulador fisico y a la vez actian como un relleno de alto médulo. Cuando existe
una organizacion de los segmentos duros y blandos en los respectivos dominios, los pre-
polimeros tienden a presentar dos Tq. Una temperatura serd negativa y corresponde a los
segmentos blandos, mientras que la otra sera positiva y corresponde a los segmentos duros
[Gurunathan 2015]. Al presentarse un Unico evento de Ty se podria inferir que existe una
distribucion homogénea de las fases [Gurunathan 2015]. De acuerdo con los resultados
obtenidos por medio del DSC, se puede observar que la tendencia de la T4 es similar, es decir,
solo se presenta un valor de Ty y este incrementa a media que se modifica el poliol. La
presencia de una sola transicion se puede relacionar con la existencia de una fase dominante,
por lo que se puede inferir que existe una distribucion uniforme de los componentes [Fuentes
2011]. La diferencia de Tq4 entre los polioles empleados puede deberse a la densidad de
entrecruzamiento, ya que se generaria una compatibilidad entre segmentos duros y blandos

mayor [Gurunathan 2015].
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2.4.7 Microscopia electronica de barrido por emisién de campo (FESEM)
La morfologia de los PUs sintetizados con IPDI como funcion del tipo de poliol y los
aditivos se presenta en la Figura 17.

Figura 17. Micrografias FESEM de PUs sintetizados con IPDI a 100x.
(@) P.1, (b) P.2, (c) P.3.

En las micrografias FESEM se puede notar una distribucion uniforme de los PUs, pero no
es posible identificar los segmentos duros de los segmentos blandos. De igual forma no se
observan diferencias relacionadas con el tipo de poliol empleado para la matriz polimérica.
Lo anterior se puede correlacionar con los resultados calorimétricos, ya que si existe una sola
Ty es probable que exista una distribucion homogénea de las fases. Esto coincide con los
resultados presentados por Thakur et al. (2017), quienes observaron PUs sintetizados con

aceite de higuerillay diisocianato de tolueno para recubrimiento de materiales [ Thakur 2017].

2.5 CONCLUSIONES

Se sintetizaron 144 PUs con polioles derivados del aceite de higuerilla, e IPDI, HDI y
HMDI, con adicion de PCL y Ch. Se evaluaron las propiedades fisicoquimicas, mecanicas,
térmicas y morfolégicas de los materiales en funciéon de la estructura quimica de los
mondmeros empleados para la sintesis. El tipo de diisocianato, el tipo de poliol y la
concentracion de PCL presentaron interaccion significativa sobre el esfuerzo méaximo, el

porcentaje de elongacion, y el angulo de contacto. Se observd que la adicion de PCL
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disminuia las propiedades mecanicas y el caracter hidrofilico de los PUs. La concentracion
de Ch no presentd efecto significativo sobre las propiedades evaluadas. La modificacion
quimica de los polioles mejora las propiedades evaluadas debido a la estructura del
diisocianato y al incremento del entrecruzamiento de los materiales resultantes. De acuerdo
con los resultados presentados sobre las propiedades mecanicas de los PUs, se puede
corroborar la dependencia de las mismas a la presencia de puentes de hidrégeno, la cantidad
de grupos hidroxilo en los polioles, la estructura molecular de los diisocianatos y las
interacciones entre los segmentos duros y blandos de la matriz. Es asi como el poliol con
mayor indice hidroxilo, junto con los diisocianatos alifaticos ciclicos, presentaron los valores
mas elevados de propiedades mecénicas y térmicas. De forma general, los PUs que
presentaron los mejores valores de las diversas propiedades evaluadas bajo las condiciones
de los ensayos fueron los sintetizados con IPDI y polioles derivados del aceite de higuerilla.
Por ejemplo, la elevada flexibilidad, que es uno de los factores determinantes para la
seleccion de materiales aptos para suturas no-absorbibles. Los valores del médulo de Young
se encontraron dentro del rango dptimo para el disefio de biomateriales para ser usados en
tejidos como la piel. El porcentaje de elongacion, con un maximo de 265%, indicaron que es
posible obtener materiales resistentes con flexibilidad, lo que permite disefiar biomateriales
que no causen lesiones a los tejidos suaves. Al relacionar la estructura de los monémeros
empleados con las propiedades de las matrices sintetizadas con IPDI, se podria considerar a
estos PUs como candidatos en aplicaciones biomédicas como materiales para suturas no-

absorbibles.
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CAPITULO 3

BIODEGRADABILIDAD Y BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO

DE LOS MATERIALES PARA SUTURAS EN FUNCION DE LA ESTRUCTURA
DE LOS SEGMENTOS Y LA DENSIDAD DE ENTRECRUZAMIENTO DE LOS
POLIURETANOS

3.1 RESUMEN

Los poliuretanos (PUs) estan generando un creciente interés en el campo biomédico
debido a propiedades caracteristicas, entre las que se pueden mencionar propiedades
elasticas, biodegradabilidad y biocompatibilidad. El objetivo de este capitulo fue evaluar la
respuesta biolégica de los PUs sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla
(Ricinus communis) con diisocianato de isoforona (IPDI), policaprolactona diol (PCL) (15%
p/p) y quitosano (Ch) (3% p/p). Se evaluo la degradacion in vitro en medio acido y basico,
degradacion enzimatica por medio de una esterasa de higado de cerdo. Se determiné la
viabilidad celular in vitro usando la linea celular de fibroblastos de rat6n L-929 (ATCC®
CCL-1), la linea celular de fibroblastos humanos MRC-5 (ATCC® CCL-171™) vy la linea
celular de fibroblasto dérmico humano HDFa (ATCC® PCS-201-012™) sobre los materiales
por el método ISO 10993-5. También se determind la viabilidad mediante el kit de
LIVE/DEAD sobre fibroblastos de raton L-929. La actividad antimicrobiana fue evaluada
contra Escherichia coli (ATCC® 2469), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853). La modificacion quimica del aceite de higuerilla
no generd un efecto citotoxico en las lineas celulares probadas. La estructura celular no
presenta variaciones con relacién al control. Por otro lado, se determin6 una estrecha relacion
entre la funcionalidad del poliol y la inhibicion bacteriana. Los PUs presentaron actividad
antibacteriana por medio de la disminucion de las unidades formadoras de colonias de las
bacterias evaluadas. Se observé una disminucion de un 67% para E. coli, un 55% para S.
aureus y un 56% para P. aeruginosa después de 24 h. Los materiales evaluados se sugieren
como candidatos para obtener materiales de suturas biomédicas no absorbibles, debido a las

propiedades de biocompatibilidad presentadas en células inmortalizadas.
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3.2 INTRODUCCION

Los PUs son ampliamente utilizados en la preparacion de dispositivos médicos debido a
su biocompatibilidad, degradabilidad, y no toxicidad comparable con polimeros como el
acido polilactico (PLA), policarbonato, policaprolactona (PCL), entre otros [Park 2013,
Bakhshi 2014, Alishiri 2014, van Minnen 2006, Li 2007, Wang 2008, Estrada 2013,
Kucinska-Lipka 2015, Tsai 2015, Zhou 2012]. La aplicabilidad de los PUs depende de las
propiedades mecanicas, de adhesion y de superficie. El caracter degradable de los polimeros
juega un papel importante para ciertas funciones especificas dentro del cuerpo humano [St
John 2014, Chen 2014]. Como ejemplos de PUs en el campo biomédico se encuentran:
implantes, valvulas artificiales para corazon, suturas, catéteres, corazon artificial, protesis
vasculares, recubrimientos para heridas, revestimientos compatibles con la sangre, sistemas
de administracién de farmacos, soportes porosos para regeneracion de tejidos, entre otros
[Park 2013, Rocco 2014, Rajan 2013, Rodriguez-Galan 2011, Adolph 2014].

Se entiende por degradacion al proceso mediante el cual la estructura quimica del
polimero experimenta cambios que se determinan por la variacién de alguna de sus
propiedades y que depende del tipo de medio que se utilice para degradar el polimero y el
tiempo de ensayo [Rodriguez 2015]. El caracter degradable del PU depende de la estructura
de los mondémeros empleados [McBane 2011].

Actualmente también se estudia el desarrollo de polimeros con propiedades biocidas o con
actividad antibacteriana que permitan disminuir el uso de agentes convencionales, es asi
como materiales poliméricos con actividad antimicrobiana se obtienen por medio de la
modificacion de los polimeros con grupos funcionales o con compuestos de bajo peso
molecular que posean propiedades antimicrobianas [Larraza 2012, Wang 2015]. A pesar de
los importantes avances en estos temas de investigacion, ain son muchos los retos que se
deben superar en el disefio de materiales en el campo de la biomedicina. Uno de los grandes
retos es hacer uso de precursores de polimeros que sean obtenidos a partir de fuentes
renovables como es el caso de los aceites vegetales, especificamente el aceite de higuerilla,
el cual por el alto contenido del triglicérido de acido ricinoléico permite obtener polioles con
gran numero de grupos hidroxilos reactivos mediante modificacion quimica, lo que conlleva

a un incremento en las propiedades mecanicas.
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La biocompatibilidad se interpreta como una serie de interacciones que ocurren en la
interfase tejido/material, permitiendo la identificacion de aquellos materiales con
caracteristicas superficiales y/o quimica de polimeros méas biocompatibles; estas
interacciones estan influenciadas por las caracteristicas intrinsecas del material. Algunas
pruebas de biocompatibilidad involucran pruebas analiticas o las observaciones de los
fendmenos fisioldgicos, reacciones o propiedades superficiales atribuibles a una aplicacion
especifica [Morral-Ruiz 2014].

Los cultivos celulares son sistemas ideales para el estudio y observacién de un

determinado tipo de células bajo condiciones especificas, dado que estos sistemas no
presentan la complejidad que un sistema in vivo conlleva, debido al gran nimero de variables
que interaccionan. Los ensayos in vitro valoran la morfologia, citotoxicidad y funciones
secretoras de diferentes tipos de células. Los ensayos pueden ser por contacto directo de las
células y el material o indirecto, adicionando un extracto del material al cultivo celular
[Guelcher 2008, Aranguren 2012].
El objetivo de la investigacion consistio6 en determinar la biodegradabilidad vy
biocompatibilidad in vitro de los materiales para suturas que presentaron propiedades
fisicoquimicas, mecanicas y morfoldgicas deseables en funciéon de la estructura de los
segmentos y la densidad de entrecruzamiento de los PUs. En este estudio se utilizaron PUs
sintetizados con aceite de higuerilla (con y sin modificacién quimica), con diisocianato de
isoforona (IPDI), y con la adicion de policaprolactona diol (PCL) (15% p/p) y quitosano (Ch)
(3% p/p). Se determind la degradacion in vitro en medio acido y basico, degradacion
enzimatica por medio de una esterasa de higado de cerdo. Se determing la viabilidad celular
in vitro usando fibroblastos de raton L-929 (ATCC® CCL-1), fibroblastos humanos MRC-5
(ATCC® CCL-171™) vy fibroblasto dérmico humano HDFa (ATCC® PCS-201-012™)
sobre los PUs. También se determiné la viabilidad mediante el kit de LIVE/DEAD sobre
fibroblastos de raton L-929. Se evalud la actividad antimicrobiana de los PUs sobre bacterias
que comunmente habitan en centros medicos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Pseudomonas aeruginosa. Y se investigd la citocompatibilidad de los extractos de
degradacion de estos PUs sobre fibroblastos de ratén NIH/3T3 (ATCC CRL-1658).
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Reactivos

Acido clorhidrico (HCI) 0,1 M, NaOH 0,1 M, esterasa de higado porcino (18 unidades
mg?), DAPI (4",6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) fueron adquiridos con Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Buffer fosfato salino (PBS: Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline), MTT (Bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-
tetrazolio), tripsina 2,5% (10X), Penicilin-Streptomycin (10.000 Und de penicilina y 10.000
ug de estreptomicina por mililitro), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (1X),
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit,
Alexa Flour™ 488 phalloidin, fueron marca Gibco/Invitrogen, Paisley, UK. Suero fetal
bovino (FBS) marca Eurobio (Les Ulis, France). Caldo tripticasa soya (TSB), Agar tripticasa
soya (TSA) y agua desionizada marca Scharlau Co (Espafia).

3.3.2 Material bioldgico

Fibroblastos de tejido conectivo subcutdneo de raton L-929 (ATCC® CCL-1).
Fibroblasto embrionario de raton NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™), Fibroblastos humanos
de pulmén MRC-5 (ATCC® CCL-171™), Fibroblasto dérmico primario de humano HDFa
(ATCC® PCS-201-012™),  Escherichia coli (ATCC® 2469), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853). Todos los materiales bioldgicos
fueron adquiridos de la biblioteca de cepas de la Universidad de La Sabana (Colombia).

3.3.3 Ensayos de biodegradabilidad in vitro

Los ensayos de biodegradabilidad se realizaron en ensayos independientes por triplicado
de acuerdo con lo descrito en la norma ASTM F1635-11. Para remover cadenas no
entrecruzadas y residuos de mondmeros, los PUs se lavaron con etanol durante dos dias,
renovando el etanol cada dia. Después el solvente se remplazé por agua desionizada durante
dos dias mas. Los materiales se secaron en cdmara de vacio a 37 °C durante 24 h [Conejero-
Garcia 2017]. Muestras de 5 mm x 5 mm x 3 mm se colocaron en los medios de
biodegradacion y se incubaron a 37 °C durante tres meses a excepcion del medio enzimatico
(10 unidades mg? solido) que fue por un periodo de 21 dias. Luego de este tiempo, las

muestras se lavaron con agua destilada, se secaron en cAmara de vacio y se pesaron. Los
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medios de biodegradacion fueron: medio acido HCI 0,1 M, medio basico NaOH 0,1 M, y
medio enzimético de esterasa de higado porcino. El porcentaje de biodegradacion se calculd
comparando el peso seco (Wr) de la muestra después de la degradacién durante el tiempo
predeterminado con el peso seco original (Wi) de la muestra usando la ecuacion 3 (Ec. 3)
[Basak 2012, Wang 2015]:

% degradacién de PUs = % * 100 (Ec. 3)

L

3.3.4 Ensayo in vitro de viabilidad celular por el método MTT

Fibroblastos de raton L-929 y fibroblastos humanos MRC-5 y HDFa fueron cultivadas en
DMEM, suplementado con suero fetal bovino (10%) y penicilina-streptomicina (1%) en
frascos de cultivo celular T75. Se cultivaron a 37 °C y 5% de CO>. Se realizé6 cambio de
medio a las células cada 48 h [Rezvanain 2017]. A una confluencia del 100 %, las células se
tripsinizaron (tripsina EDTA) para anélisis de viabilidad.

El efecto de los poliuretanos sobre la viabilidad celular se evalu6é con el método MTT
definido por la norma ISO/CD 10993-5. En platos de 96 pocillos se sembraron células a una
concentracion de 4,0E+04 células por pozo con medio suplementado a 37 °C y 5% CO>
durante 24 h. Luego se colocaron cilindros de PUs de 3 mm x 2 mm (didmetro x alto)
previamente esterilizados con luz UV (260 nm) durante 30 min por cada lado [Vannozzi
2017], con 100 pL de medio suplementado. Los materiales se dejaron en contacto con los
polimeros durante 24 h a 37 °C y 5% CO.. Luego el sobrenadante y los polimeros fueron
removidos y se adiciono soluciéon MTT (12 mM en PBS) en volumen total de 100 pL durante
4 h a 37 °C. El sobrenadante se retird y se adicionaron 100 pL de dimetilsulfoxido incubando
por 15 min a 37 °C. Luego se determiné la densidad Optica en un lector de placas (Bio-Tek
ELx800 Microplate Reader) a 570 nm. Como control positivo se utilizé un biomaterial de
polipropileno (PP) y como control negativo de la viabilidad se emple6 doxorubicina
(DOXO). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La viabilidad celular se determiné

de acuerdo con la ecuacion 4:

%Viabilidad celular = 22¢contror=P0muestra , 1 (Ec. 4)

DOcontrol

donde DOmuestra cOrresponde a las células luego del tratamiento con el PU, y DOcontrol €quivale

a las células sin tratamiento.
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3.3.5 Citotoxicidad de los subproductos de la degradacion

Muestras de polimeros de 4 mm de diametro para la prueba de citotoxicidad fueron
esterilizadas con luz UV [Han 2012]. Para obtener el extracto se utilizaron tres muestras de
cada composicion de los polimeros en tubos de micro-centrifuga con 100 L de D-MEM a
37 °C, 200 rpm por 30 dias. Con 100 uL de sobrenadante se determiné la citotoxicidad de
los productos de degradacion por medio del ensayo MTT segun metodologia del item
anterior. La citotoxicidad de los productos de degradacion fue evaluada con células de
fibroblastos de raton NIH/3T3 sembradas en placas de 96 pozos [Guan 2004] (4,0E+04
células/pozo) con DMEM suplementado con FBS a 37 °C, 5% CO- por 24 h.

3.3.6 Técnicas inmunocitoquimicas

Ensayo de viabilidad celular in vitro por el kit de LIVE/DEAD. También se evaluo la
viabilidad celular por medio del kit LIVE/DEAD basado en la integridad de la membrana
plasmatica y la actividad intracelular esterasa [Vilarifio Feltrer 2016]. Fibroblastos de raton
L-929 fueron cultivadas en RPMI, suplementado con suero fetal bovino (10%) y penicilina-
streptomicina (1%) en frascos de cultivo celular T75, a 37 °C y 5% de CO.. Se realiz6 cambio
de medio a las células cada 48 h [Rezvanain 2017]. A una confluencia del 100 %, las células
se tripsinizaron (tripsina EDTA) para analisis de viabilidad.

PUs lavados con etanol y agua durante 3 dias y secados en camara de vacio a 37 °C durante
24 h [Conejero-Garcia 2017], se emplearon para este ensayo. En placas de 96 pocillos se
colocaron ldminas de PUs de 4 mm de didmetro previamente esterilizados con luz UV (260
nm) durante 30 min por cada lado [Vannozzi 2017]. 5 uL de células, a una concentracion de
1,0E+04 células ml?, se sembraron sobre cada material con medio suplementado a 37 °C y
5% COz durante 30 min. Luego se adicionaron 95 pL de medio suplementado y se incubo
por 24 h a 37 °C y 5% CO2 [Conejero-Garcia 2017]. Se retiro el sobrenadante y se adiciono
solucion de tincion compuesta por 2 pL de calceina AM (marcador para células vivas) y 4
uL del homodimero de etidio (marcador para células muertas), durante 20 min en la oscuridad
y con agitacion [Vilarifio Feltrer 2016]. Se realizd la medicion de fluorescencia para la
calceina en un espectrofotémetro Victor Multilabel Counter 1420 (Perkin-Elmer) a 485 nm

para determinar la concentracion de células vivas. Como control positivo se utilizo
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poliestireno (PS) y como control negativo se emple0 latex. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado.

Fijacion y andlisis morfoldgico con faloidina y DAPI. Los fibroblastos L-929 que estaban
en contacto con el material luego de 24 h de incubacion, se lavaron con PBS, y se fijaron
durante 20 min con paraformaldehido 4% p/v a 20 °C. Luego se lavaron dos veces con PBS
a4 °C. Se adicion¢ faloidina (Alexa Flour™ 488 phalloidin), durante 20 min para revelar la
actina-F. Se realizaron dos lavados con PBS. El nlcleo de las células fue tefiido por 5 min
con DAPI en una dilucion 1/5000 en PBS. Se realizaron dos lavados con PBS. Se adiciond
azida de sodio 0,05%. Se realizé la observacion de la estructura celular por medio de un
microscopio optico NIKON Eclipse 80i con un sistema de iluminacion Nikon Intensilight
[Conejero-Garcia 2017]. Las imagenes se analizaron por medio del software ImageJ version
1.45k.

3.3.7 Ensayo in vitro de actividad antibacteriana

Se determino la actividad antibacteriana de los poliuretanos contra E. coli, S. aureus y P.
aeruginosa, siendo los principales agentes patdgenos asociados a las infecciones de
implantes [Wu 2016]. Se prepararon suspensiones bacterianas en TSB a 37 °C por 16 h.
Alicuotas de la suspension bacteriana se inocularon en TSB fresco a 37 °C por 6 h. Se
retiraron las células bacterianas en una centrifuga a 3000 rpm por 10 min a 4°C. Se realiz6
lavado de las células 2 veces con PBS luego de remover los sobrenadantes. La suspension
bacteriana fue ajustada en PBS al estandar 0.5 de Mcfarland [Wu 2016]. PUs de 3 mm x 2
mm (didmetro x espesor) previamente esterilizados con luz UV (260 nm) durante 30 min por
cada lado, se colocaron en placas de cultivo de 96 pocillos con 100 pL de suspension
bacteriana y se incubaron a 37 °C por 24 h. El contenido de cada pocillo fue transferido a
tubos de micro-centrifuga que contenian 900 pL de PBS estéril. Por medio del conteo de
colonias se determiné el nimero de células viables en la suspension utilizando diluciones
seriadas sembradas en TSA a 37 °C por 18 h. Una suspension bacteriana sin polimero fue

utilizada como control negativo. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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3.3.8 Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como valores promedios + desviacion estandar (SD).
Los datos fueron analizados por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias
significativas fueron determinadas para p<0,05. Para la comparacion entre muestras se utilizo
la prueba t-Student con el Software SPSS Statistics 23.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Ensayos de biodegradabilidad in vitro

La biodegradabilidad de los PUs se evalu6 en presencia de diferentes medios (HCI, NaOH

y enzimatico) durante un periodo de tiempo especifico y los resultados se presentan en la

Figura 18.
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Figura 18. Porcentaje de degradacidon de los PUs en diferentes medios.
(@) Medio acido (HCI 0,1M) durante 90 dias, (b) Medio basico (NaOH 0,1M) durante 90 dias, (c) Medio
enzimatico (esterasa) durante 21 dias. Los datos estan presentados como la media + SD (n=3). Barras con
letras diferentes (a. b, c, d, e, f) indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto al tipo de poliol.
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La PCL se utilizé como control positivo en la degradacidn enzimatica, y luego de 21 dias
presentd una degradacion de 9,08+0,30%. Se puede inferir que la estructura lineal de la PCL
facilita que las cadenas escindidas puedan difundir a través del polimero y liberarse al medio
generando un mayor porcentaje de degradacion. Mientras que para los PUs sintetizados, que
se caracterizan por ser materiales entrecruzados, la movilidad de las cadenas sera menor y la
difusion de las cadenas escindidas estard impedida.

El valor mas alto del porcentaje de degradacion después de 90 dias de ensayo (medio acido
y bésico) se obtuvo con el medio &cido, bajo las condiciones del ensayo para el material
sintetizado con el poliol P.1 y con la mezcla de los aditivos (3% Ch y 15% PCL). Se
determiné, por medio de FTIR de los materiales degradados (Figura 19), si la degradacion

correspondia a alguno de los grupos funcionales del material.

P.1-3% Ch-15% PCL

Transmitancia (%)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Longitud de onda (cm-1)

Sindegradar e Degradacion ezimatica
- — = Degradacion medio cido Degradacion medio basico

Figura 19. Espectros de FTIR de PUs degradados con medio acido, basico y enzimatico.

En la Figura 19 se observa que los grupos funcionales caracteristicos de los PUs se
conservan comparado con el material sin degradar, por lo tanto se puede inferir que la
degradacion se presenta a nivel superficial. De otro lado, también se tomaron iméagenes
superficiales de FESEM de los materiales degradados y se observa una posible degradacién
superficial de los materiales (Figura 20). Al observar que el porcentaje de degradacion es

inferior al 4% con los medios evaluados se puede decir que esto se debe al caracter
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hidrofébico de los PUs, lo que esta acorde con los resultados encontrados en el capitulo 2

sobre el porcentaje de absorcion de agua y el angulo de contacto.

Figura 20. Micrografias FESEM del PU sintetizado con P.2-15%PCL-3%Ch luego del proceso de
degradacion en diferentes medios a 10000x.
(a) Material sin degradar, (b) Medio acido (HCI 0,1M) luego de 90 dias, (c) Medio basico (NaOH 0,1M)
luego de 90 dias, (d) Medio enzimético (esterasa) luego de 21 dias.

Los resultados obtenidos en esta investigacion presentan una tendencia similar con los
presentados por Thakur et al. (2013) quienes evaluaron resistencia quimica de PUs con un
medio &cido y otro basico y encontraron que en general los PUs presentan resistencia
quimica, y los PUs a base de aceite de higuerilla presentaron mayor resistencia al medio
basico ya que contiene grupos funcionales hidrolizables [Thakur 2013]. Este puede ser el
motivo por el cual la biodegradacion de los PUs en medio basico es menor que la de los
mismos en medio acido.
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La degradacion de poli(éster-uretano) se produce principalmente por un ataque hidrolitico
del éster y el enlace uretano, respectivamente [Laube 2017]. Das et al. (2013) atribuyen la
degradacion en medios acidos y béasicos a la presencia de diferentes tipos de interacciones
fuertes en las estructuras de los PUs [Das 2013]. Los autores afirman que la escasa resistencia
a los alcalis se debe a la presencia de enlaces éster hidrolizables en la estructura de los restos
monoglicéridos y PCL de los polimeros [Das 2013]. Luego de 90 dias de ensayo se observa
que los valores més altos del porcentaje de degradacion, bajo las condiciones del ensayo, son
relativamente bajos (3,9% en medio acido y 2,3% en medio basico). Con lo anterior se puede
inferir que los materiales poliméricos presentan una resistencia a la degradacion debido a la
estructura de los PUs, es decir a la matriz entrecruzada con elevadas propiedades mecanicas
y con carécter hidrofébico.

En cuanto a la degradacion enzimatica (Figura 18(c)) se observa que el porcentaje méas
elevado es de 1,6% luego de 21 dias, lo que significa que se presenta un proceso de
degradacion superior que el que se obtiene con los otros tratamientos evaluados. Estos
comportamientos pueden ser atribuidos a un incremento de los grupos hidroxilo en los
polioles lo que genera un incremento en el entrecruzamiento fisico del polimero y por lo tanto
se tiene un aumento en los grupos uretano. Los enlaces uretanos son similares a las amidas y
pueden ser hidrolizables por enzimas como la esterasa empleada en este ensayo [Cherng
2013, Sponton 2013]. Esto coincide con lo expuesto por Gogoi et al. (2014) donde se describe
que la presencia de enlaces amida y urea presentes en la estructura ramificada del polimero
facilita la degradacion [Gogoi 2014]. Segun Cherng, la degradacion de los PUs es debida a
la ruptura de enlaces hidroliticamente débiles caracteristicos de los segmentos suaves y por
lo tanto concluyen que la velocidad de degradacidn in vitro depende principalmente del tipo
de poliol utilizado en la sintesis por el tipo de enlaces éster que se encuentran en la estructura
[Cherng 2013].

3.4.2 Ensayo in vitro de viabilidad celular por el método MTT

Como parte de la evaluacion bioldgica in vitro de los PUs se determino el porcentaje de
viabilidad celular sobre tres lineas celulares de fibroblastos y los resultados se muestran en

la Figura 21.
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad celular a 24 h.
(a) Fibroblastos de raton L-929, (b) Fibroblastos humanos MRC-5, (c) Fibroblastos dérmicos humanos HDFa.
Los datos estan presentados como la media + SD (n=3). Barras con letras diferentes (a. b, ¢, d) indican
diferencias significativas (p<0,05) entre los polioles.

En la Figura 21 se observa que todos los polimeros presentan viabilidad celular superior
al 70% con los tres tipos de células evaluados. De acuerdo con la norma ISO/CD 10993-5
valores superiores al 70% se pueden considerar aptos para su aplicacion como biomateriales
ya que serian materiales no-citotoxicos. Como material de control se empled un polipropileno
(PP) por ser un biomaterial biocompatible y no absorbible. Y como control negativo se utilizé
doxorrubicina (Doxo). En la Figura 21(a) se presentan los resultados de viabilidad celular de
los PUs sobre las células de fibroblastos L-929. Se observa que el porcentaje de viabilidad
de todas las matrices a excepcion del PU sintetizado con P.3 sin aditivo, no presentan
diferencias estadisticas (p<0,05) comparado con el PP. Para el PU sintetizado con P.3 se
observan diferencias significativas con el polimero sintetizado con P.1 y con el control, pero
los valores de viabilidad celular son aptos para proponer los materiales sintetizados como
posibles biomateriales. La tendencia que se observa para los fibroblastos L-929 es que a

medida que se incrementa el grado de entrecruzamiento del PU, se disminuye el porcentaje
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de viabilidad celular. Es probable que el elevado grado de entrecruzamiento genere una baja
disponibilidad de grupos funcionales, como grupos -OH, en el polimero entrecruzado, lo que
podria disminuir la adhesion celular [Vannozzi 2017] mediada por las proteinas del medio,
que previamente se adhieren sobre la superficie.

Bakhshi et al. (2014) evaluaron PUs sintetizados con adicion de sales de amonio

cuaternario en la epoxidacion de aceite de soya y encontraron que los PUs presentan una
viabilidad celular entre el 78-108% con fibroblastos de raton L-929, demostrando que no
existia toxicidad de los polimeros sintetizados, coincidiendo esto con los resultados de este
ensayo [Bakhshi 2014].
Resultados similares fueron encontrados por Calvo-Correas et al. (2015), quienes en un
estudio preliminar de citotoxicidad in vitro con células murinas L-929 determinaron que PUs
sintetizados a partir de aceite de higuerilla y diisocianato de lisina presentaban una viabilidad
celular superior al 100% en las primeras 24 h de ensayo, siguiendo el protocolo estandar de
la norma 1SO 10993-12, lo cual indicaba que los PUs sintetizados resultaban no toxicos,
mostrando un potencial uso en aplicaciones biomédicas [Calvo-Correas 2015]. De igual
forma estos resultados coinciden con los reportados por Reddy et al., quienes sintetizaron un
PU a partir de diisocianato de lisina, PCL y 1,4-butanodiamida, y encontraron que los
polimeros no presentaban toxicidad cuando estaban en contacto con fibroblastos de raton
NIH/3T3 [Reddy 2010b].

En la Figura 21(b) se presentan los resultados de viabilidad celular de los polimeros sobre
los fibroblastos humanos MRC-5. Para esta linea celular no se observa alguna tendencia
relacionada con el tipo de poliol empleado en la sintesis del PU. Se observa que el porcentaje
de viabilidad disminuye comparado con el material control (PP), pero de igual forma los
materiales son aptos para ser empleados en el disefio de biomateriales, ya que presentan
valores superiores al 80% de viabilidad celular.

En la Figura 21(c) se encuentran los resultados de viabilidad celular de los PUs sobre los
fibroblastos dérmicos humanos HDFa y se observa que los materiales presentan una
viabilidad superior al 80%. En este caso no se presentan diferencias estadisticas significativas
(p<0,05) entre los tipos de polioles empleados en la sintesis de los PUs. De igual forma se
puede decir que no se encuentran diferencias estadisticas de los materiales sintetizados

comparados con el material control del PP, con lo que se puede inferir que los PUs
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sintetizados pueden emplearse para ser considerados en el disefio de biomateriales como
materiales para suturas no absorbibles.

Los resultados anteriores son similares a los reportados por Coakley et al., quienes
evaluaron fibroblastos humanos de HDFa in vitro de un constructo derivado de la pared de
la vejiga urinaria porcina como potencial andamio en ingenieria de tejidos. El estudio
encontrd viabilidad de los fibroblastos dérmicos humanos. Los resultados presentaron
valores de viabilidad celular superiores a 90% [Coakley 2015].

La citotoxicidad puede estar relacionada con la viabilidad celular relativa de los controles,
donde valores inferiores a un 30% indican que los materiales presentan una toxicidad severa,
valores entre 30 y 60% presentan una toxicidad moderada, entre 60 y 90% es leve, y valores
superiores al 90% indican que los materiales no son toxicos [Shahrousvand 2017]. Por lo
tanto, luego de observar los resultados de la Figura 21 relacionados con la evaluacion de la
viabilidad celular de las lineas de fibroblastos, se puede deducir que los PUs no son toxicos

para ninguna de las lineas evaluadas.

3.4.3 Citotoxicidad de los subproductos de la degradacion

Se realiz6 la evaluacion de los extractos o productos de degradacion de los PUs para
determinar si eran toxicos para una linea celular. Para este ensayo se utilizaron fibroblastos
de raton NIH/3T3 los cuales fueron cultivados con extractos de polimeros por un periodo de
30 dias de incubacién y por medio del ensayo MTT se determiné el porcentaje de viabilidad

celular respecto del control. Los resultados de este ensayo se presentan en la Figura 22.
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Figura 22. Porcentaje de viabilidad celular a 24 h de Fibroblastos de ratén NIH/3T3 con extractos de los PUs.
Los datos estan presentados como la media £ SD (n=3). Barras con letras diferentes (a. b) indican diferencias
significativas (p<0,05) entre polioles.
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De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 22 se observa que las células
permanecieron viables después de su cultivo en los extractos de los PUs vy, al realizar el
andlisis estadistico no se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los tipos de
polioles empleados en la sintesis, indicando que todos los PUs evaluados presentan la misma
tendencia y por lo tanto se puede concluir que los extractos de los materiales poliméricos no
presentan efectos nocivos para los fibroblastos de ratén NIH/3T3.

Estos resultados concuerdan con los evaluados por Giannitelli et al., quienes evaluaron
extractos de PUs sobre cultivo celulares de fibroblastos NIH/3T3 y los resultados revelaron
una excelente supervivencia (superior al 80% de viabilidad) de las células, confirmandose el

caracter no citotoxico de los materiales poliméricos evaluados [Giannitelli 2015].

3.4.4 Técnicas inmunocitoquimicas

Ensayo de viabilidad celular in vitro por el kit de LIVE/DEAD. Las células L-929
cultivadas directamente sobre el PU y evaluadas con el método MTT no presentaron
toxicidad. Al evaluarlas por medio del kit de viabilidad LIVE/DEAD, se pudo observar que
las células quedaron adheridas al material, presentaron viabilidad y proliferaron durante el
tiempo de exposicion con el material. Con este kit se determina la cantidad de células vivas
y muertas durante el ensayo. En este caso se determinaron las células viables y en la Figura
23 se observan las unidades de fluorescencia de los resultados de viabilidad evaluada por el
kit de LIVE/DEAD.
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Figura 23. Unidades de fluorescencia del resultado del ensayo de viabilidad celular in vitro por el kit
LIVE/DEAD durante 48 horas.
Control positivo Poliestireno (PS); control negativo Latex. Los datos estan presentados como la media £ SD
(n=3). Barras con letras diferentes (a. b, c, d, e, f) indican diferencias significativas (p<0,05) entre polioles.

En los resultados presentados en la Figura 23 se observa que los PUs sintetizados con
polioles modificados por medio de transesterificacion con y sin adicion de Ch presentaron
valores de células vivas similares y superiores al presentado por el material empleado como
control positivo, el PS. Adicionalmente, los materiales sintetizados con polioles modificados
con adicion de Ch presentaron diferencias estadisticas significativas con respecto a los otros
PUs luego de 48 h de ensayo. De igual forma se observa que todos los materiales presentan
valores superiores al control negativo empleado en el ensayo.

Todos los materiales presentan diferencias estadisticas significativas con respecto al
control negativo (Latex). Al comparar los resultados del control positivo (PS), no se observan
diferencias significativas con los materiales sintetizados con P.3 sin aditivo y con la adicion
de 3% de Ch. Esto indicaria que dichos materiales presentan un comportamiento de
viabilidad celular similar al obtenido con el material de referencia del PS que es ampliamente
utilizado para cultivar y proliferar células in vitro. De igual forma se observa que uno de los
materiales evaluados presenta diferencias significativas con respecto al PS, siendo los valores
de viabilidad superiores al del control positivo. Dicho PU corresponde al sintetizado con el
poliol P.2 y con la adicion de 3% de Ch. Con esto se podria inferir que el Ch tiene un efecto

positivo ya que mejora la biocompatibilidad de los PUs.
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El quitosano tiene un grupo amino primario y dos grupos hidroxilos libres por cada unidad
de glucosa, lo que es beneficioso para aplicaciones biomédicas [Usman 2016]. La presencia
de grupos amino libres genera un incremento de la carga positiva del polimero, por lo tanto
se presenta una mayor interaccion entre el Ch y las células [Aranaz 2009].

Estos resultados coinciden con los presentados por Laube et al., quienes realizaron un
ensayo de tincion LIVE/DEAD de fibroblastos NIH/3T3 cultivados sobre espumas de PU
sintetizadas con diisocianato de lisina, y encontraron que las células eran viables y
proliferaban presentando una densidad celular incrementada con el tiempo. Por lo tanto los
autores proponen estos materiales como posibles sustitutos de relleno de tejidos blandos
[Laube 2017].

Fijacion y analisis morfoldgico con faloidina y DAPI. Con los resultados obtenidos con
este ensayo se observo la adhesion y proliferacion de las células L-929 por medio del analisis
morfoldgico, comparado con el control negativo de latex. Como control positivo se utilizé el
poliestireno (PS) que es un biomaterial empleado para el cultivo de lineas celulares. En la
Figura 24 se presentan las imagenes obtenidas de las células fijadas y tefiidas luego de 24 h

de contacto con los PUs segun el tipo de poliol.
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Figura 24. Imagenes de microscopia éptica de las tinciones de faloidina (verde) y DAPI (azul) para PUs
representativos evaluados sobre fibroblastos L-929 durante 24 h.
C(+) control positivo de poliestireno, C(-) control negativo de latex. Imagenes analizadas por medio del
sooftware ImageJ.
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Este tipo de técnicas permite realizar una tincion de las fibras de la F-actina, un
componente principal del citoesqueleto, por medio de la faloidina generando una coloracién
verde [Ortuno-Lizaran 2016]; y una tincion de los ndcleos de los fibroblastos por medio de
la coloracion azul generada por la tincion DAPI. Segun se observa en las iméagenes, la
estructura de la linea celular de los fibroblastos L-929 se conserva al compararla con el
control positivo. De igual forma, el tipo de poliol o aditivo no genera cambios
conformacionales de la estructura celular. Segun se aprecia en las imagenes, las células de
los fibroblastos pudieron adherirse al material polimérico evaluado luego de 24 h de contacto.
La morfologia celular puede indicar interacciones sustrato-célula. Las formas celulares
planas y extendidas indican una fuerte adhesion de célula a sustrato, mientras que una
morfologia redondeada generalmente significa que las células tienen dificultades para unirse
al sustrato [Jing 2016].

Con lo anterior se puede inferir que los PUs evaluados en contacto directo con las células
permiten la proliferacion celular y no afecta la morfologia celular luego de 24 h de ensayo.
Por lo tanto, los PUs sintetizados en esta investigacion pueden ser aptos como materiales

para el disefio de suturas no-absorbibles.

3.4.5 Ensayo in vitro de actividad antibacteriana

Como parte de la evaluacion de la bicompatibilidad de los PUs, se determing la actividad
antibacteriana de las muestras de polimero frente a cepas bacterianas. Un material con
actividad bacteriana puede disminuir la colonizacion bacteriana y prevenir infecciones por lo
que la proteccion antibacteriana es un factor fundamental cuando se disefian biomateriales.
Por tal motivo se determind la actividad antibacteriana de los PUs contra bacterias Gram
negativas (E. coli y P. aeruginosa) y una bacteria Gram positiva (S. aureus) por medio del
conteo de las unidades formadoras de colonia luego de 24 h de exposicion de los polimeros
con cada bacteria. En la Figura 26 se presentan los resultados de la actividad antibacteriana

que presentan los PUs contra E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, respectivamente.
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Figura 25. Porcentaje de inhibicidn bacteriana de los PUs con diferentes bacterias.
Suspensidn bactriana sin polimero corresponde al Control. (a) Actividad antimicrobiana contra E. coli, (b)
Actividad antimicrobiana contra S. aureus, (¢) Actividad antibacteriana contra P. aeruginosa. Las unidades
formadoras de colonia por mililitro de muestra original (UFC mL?) estan dadas como medias +S.D. (n=3).
Barras con letras diferentes (a. b, ¢) indican diferencias significativas (p<0,05) entre polioles.

Al realizar un analisis estadistico del analisis de varianza para los resultados de la Figura
26(a) se observa que para E. coli existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre los polioles P.1 con P.2 y P.3 y adicional se observa que el control es diferente
significaticamente con el poliol P.3 indicando que el poliol P.3 tiene el porcentaje de
inhibicién mas alto para E. coli bajo las condiciones del ensayo. En cuanto a los resultados
relacionados con S. aureus, segun se observa en la Figura 26(b), no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tipos de polioles, pero si existen diferencias
estadisticas entre los 3 tipos de polioles con el control, por lo que se puede inferir que PUs
sintetizados con cada uno de los polioles derivados del aceite de higuerilla inhiben a S.
aureus. Para el ultimo ensayo de inhibicién bacteriana relacionada con P. aeruginosa (Figura
26(c)) se observd que no existen diferencias entre los tipos de polioles, pero si existen
diferencias estadisticas entre los 3 polioles con el control. De acuerdo con los resultados

observados se puede concluir que los poliuretanos evaluados en este estudio presentan
inhibicidn bacteriana contra P. aeruginosa.
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Con los resultados anteriores se observd que los materiales poliméricos evaluados
presentaron actividad antimicrobiana. La superficie altamente hidrofébica (cercana a los 100°
de angulo de contacto) de los materiales no permite la adhesion de las bacterias. El aumento
del indice hidroxilo en los polioles mejora los resultados de inhibicidén bactariana. Esto
coincide con un estudio realizado por Kara et al. (2015), quienes evaluaron S. aureus y S.
epidermidis (Gram positivas) y E. coli y P. aeruginosa (Gram negativas) sobre PUs
sintetizados con diisocianato de hexametileno y con adicion de quitosano y heparina para
generar incremento en la actividad antibacteriana. Ellos reportaron actividad antibacteriana
comparada con el blanco de todos las bacterias evaluadas y atribuyen esto a la presencia de
grupos polares que pueden quelar facilmente o interactuar con algunos cationes que
desempefian un papel clave para el metabolismo de las bacterias, o pueden perturbar el puente
de hidrégeno estable en el entorno de las bacterias, o pueden unirse directamente a los
organismos y provocar su muerte [Kara 2015]. En un estudio previo Tijing et al. (2012)
evaluaron la actividad antimicrobiana de PUs con nanoparticulas de plata y 6xido de
polietileno contra la bacteria Gram negativa de E. coli por medio de inhibicion en placa y
encontraron zonas de inhibicién atribuidas a la presencia de las nanoparticulas de plata que
tienen efecto antibacterial [Tijing 2012]. De esta forma se puede decir que son diversos los
factores de los materiales que influyen en el crecimiento microbiano, como la hidrofobicidad
de la superficie, la rugosidad, la quimica del material, entre otros [Clauss 2010].

3.5 CONCLUSIONES

Los PUs sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla, diisocianato de
isoforona, policaprolactona (15% p/p) y quitosano (3% p/p) se utilizaron para evaluar
propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad como el porcentaje de degradacion in
vitro en medio acido y bésico, y la degradacién enziméatica por medio de una esterasa de
higado de cerdo. Se observo que los porcentajes de degradacion bajo las condiciones de
evaluacion presentaron valores inferiores a 4% por lo que se puede inferir que el
entrecruzamiento de los PUs sintetizados dificulta el proceso de degradacion. Se determino
la viabilidad celular in vitro usando fibroblastos de raton L-929, fibroblastos humanos MRC-
5y fibroblasto dérmico humano HDFa. Los resultados sobre viabilidad celular de los PUs

sobre las tres lineas celulares mostraron que los PUs evaluados presentan viabilidad celular

75



sobre fibroblastos con lo que se podria esperar que dichos materiales puedan ser empleados
para contacto directo con la piel sin generar dafio a las células circundantes. También se
determiné la viabilidad mediante el kit de LIVE/DEAD sobre fibroblastos de raton L-929.
Se evalud la actividad antimicrobiana de los PUs sobre E. coli, S. aureus y P. aeruginosa.
Todos los materiales poliméricos evaluados presentaron inhibicion bacteriana contra E. coli,
S. aureus y P. aeruginosa comparados con los controles. Adicional a esto, se observé que los
extractos de los polimeros no fueron tdxicos para células de fibroblastos NIH/3T3. Por las
propiedades biocompatibles de los PUs evaluadas en este capitulo se puede inferir que son
idoneos para ser utilizados en aplicaciones biomédicas como materiales para suturas

biomédicas no absorbibles.
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CAPITULO 4

EVALUACION IN VITRO DEL POSIBLE EFECTO INFLAMATORIO DE
MATERIALES BASADOS EN POLIURETANOS PARA SUTURAS NO
ABSORBIBLES

4.1 RESUMEN

El objetivo de este capitulo fue evaluar la respuesta inmune relacionada con la inflamacion
de macrofagos derivados de la linea celular THP-1 en contacto con PUs sintetizados con
polioles derivados del aceite de higuerilla (Ricinus communis) con diisocianato de isoforona
(IPDI), policaprolactona (PCL) (15% p/p) y quitosano (Ch) (3% p/p). Se evalud la respuesta
inflamatoria por medio de la expresion de citoquinas antinflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10) y
proinflamatorias (IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a)) expresadas en un modelo celular
como son las células THP-1 con y sin estimulo de lipopolisacarido (LPS) por medio del kit
MILLIPLEX® MAP. Células transformadas a macréfagos por medio de Forbol-12-Miristato-
13-Acetato (PMA) fueron ensayadas con los PUs para determinar si el material
desencadenaba procesos inflamatorios en las células. Células estimuladas con LPS se
pusieron en contacto con PUs para evaluar la posible actividad antiinflamatoria de los
materiales. De acuerdo con los resultados, los PUs no generaron inflamacion, e igualmente
no presentaron actividad antiinflamatoria. Los PUs pueden ser candidatos como materiales
para suturas biomédicas por presentar expresion de citoquinas comparables con un material

homologo como son las suturas no absorbibles de polipropileno.

4.2 INTRODUCCION

Los monocitos y macréfagos hacen parte del sistema inmune innato debido a que son
celulas que estan involucradas en procesos inflamatorios con la capacidad de sintetizar y
secretar citoquinas pro y antinflamatorias [Chanput 2010]. Las citoquinas corresponden a un
grupo diverso de proteinas extracelulares, hidrosolubles, que influyen en la produccion y
actividad de otras citoquinas aumentando (proinflamatorias) o disminuyendo

(antiinflamatorias) la respuesta inflamatoria [Oliveira 2011].
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La linea celular monocitaria humana THP-1 es ampliamente utilizada en investigacion
gracias a la capacidad de diferenciacion de monocitos a macrdéfagos [Small 2018]. Los
monocitos de THP-1 tienen una forma redonda cuando estan en suspensiéon y cuando se
diferencian con Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA) las células comienzan a adherirse a
las placas de cultivo y adquieren caracteristicas fenotipicas y funcionales similares a las de
los macrofagos humanos primarios [Lund 2016, Ballerini 2017]. La evaluacion de la
respuesta inmune se determina midiendo la presencia de citoquinas en el medio de cultivo de
las células [Chanput 2010].

Las respuestas inflamatorias de macréfagos se activan ante la presencia de patdgenos
invasores, particulas, lipopolisacéridos (LPS), y otros estimulos [Dreskin 2001]. EI LPS hace
parte de la membrana externa de bacterias Gram negativas y puede causar dafio tisular y
liberacion de maltiples citoquinas proinflamatorias [Dreskin 2001]. Por lo tanto, cuando se
induce una respuesta inflamatoria se pueden liberar citoquinas proinflamatorias como la
interleucina-1 beta (IL-1p), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (1L-
6). De igual forma se pueden liberar citoquinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-
10) [Dash 2015]. Biomateriales como el polietileno de alto peso molecular pueden activar
macrofagos y secretar citoquinas proinflamatorias como la TNF-a, la IL-1pB, entre otras,
como respuesta del implante del material [Lin 2014].

El objetivo de este capitulo consistio en establecer el efecto que presentaban los materiales
para suturas no absorbibles obtenidas sobre la respuesta en procesos inflamatorios in vitro en
comparacion con un material homélogo comercial como el polipropileno (PP). Se evalud la
respuesta antinflamatoria y proinflamatoria por medio de la expresion de citoquinas (IFN-y,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a) expresadas por las células THP-1 con y
sin estimulo con LPS. Las células fueron expuestas sobre PUs sintetizados con aceite de
higuerilla y diisocianato de isoforona (IPDI), con la adicién de policaprolactona (PCL) (15%
p/p) y quitosano (Ch) (3% p/p). El presente ensayo sirve como un screening de efectos

inmuno-moduladores de materiales tipo PUs sintetizados con aceite de higuerilla.
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Reactivosy linea celular

Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA) fue adquirido con Sigma-Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). Buffer fosfato salino (PBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline),
MTT (Bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio), tripsina 2,5%
(10X), Penicilin-Streptomycin (10.000 Und de penicilina y 10.000 pg de estreptomicina por
mililitro), RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), lipopolisacarido (LPS)
(Escherichia coli 026:B6) fueron marca Gibco/Invitrogen, Paisley, UK. Suero fetal bovino
(FBS) marca Eurobio (Les Ulis, France). La linea celular monocitaria de leucemia aguda
humana, THP-1 (ATCC® TIB-202™) fue adquirida de la biblioteca de cepas de la

Universidad de La Sabana (Colombia).

4.3.2 Diferenciacion a macrofagos y estimulacion de inflamacion

Se utilizé una linea celular monocitaria de leucemia aguda humana, THP-1. Las células
se cultivaron a 37 °C, 5% CO- en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (10%)
y penicilina-streptomicina (1%) en frascos de cultivo celular T75. Para la diferenciacion
celular a macréfagos, las células fueron centrifugadas a 2000 rpm por 10 min, re-suspendidas
en 3 ml de medio de cultivo RPMI y sembradas en placas de 24 pocillos [Park 2007] con
adicion de 200 mM de PMA por 48 h [Dreskin 2001]. Las células diferenciadas (macrofagos)
fueron lavadas dos veces con PBS para remover celulas no diferenciadas [Ballerini 2017].
Los macrofagos diferenciados con PMA fueron estimulados con 700 ng ml™ de LPS durante
un periodo de 3 h [Chanput 2010].

4.3.3 Evaluacion de procesos inflamatorios

Con la linea celular de THP-1 y con los PUs se realizaron dos ensayos independientes
para evaluar los procesos inflamatorios de los materiales en contacto con las células. El
primer ensayo, denominado ensayo A, consistié en el contacto directo de los PUs sobre las
celulas diferenciadas a macrofagos con PMA, durante un periodo de 24 h, con el fin de
determinar si los PUs generaban inflamacién luego del contacto con la linea celular. El

siguiente grupo de ensayo (ensayo B) estaba formado por PUs en contacto durante 24 h con
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macrofagos diferenciados con PMA y estimulados con LPS, para determinar si los materiales

presentaban actividad antiinflamatoria.

4.3.4 Inmunoensayo

Por medio del kit MILLIPLEX® MAP para citometria de flujo se evaluo la produccién
de las citoquinas (IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a) y liberacion al
sobrenadante de los macrofagos cultivados en contacto con los PUs durante 24 h, siguiendo
las instrucciones dadas por los fabricantes. Una mezcla de perlas con diferentes intensidades
de fluorescencia, cubiertas con anticuerpos para las citoquinas mencionadas, se pre-
incubaron en la oscuridad por una hora en un agitador orbital. La concentracion de los
estandares fue de 3,2, 16, 80, 400, 2000 y 10000 pg ml* para determinar la curva de
concentracion de cada analito. En una placa de 96 pocillos se adicionaron 200 pl de buffer
de lavado, se agitdo por 10 min y se descartd el sobrenadante. Se adicionaron 25 pl de los
estandares, 25 ul de buffer de corrida, 25 pl de solucion matriz, 25 pl de sobrenadante de las
células en los pocillos adecuados, y 25 ul de la mezcla de las perlas. El plato fue incubado
overnight con agitacion a 4 °C. El sobrenadante fue removido y se hicieron dos lavados con
200 pl de buffer de lavado, se adicionaron 25 pl de anticuerpos para la deteccion y se incubd
por 1 hora en la oscuridad y con agitacién. Se adicionaron 25 pl de la proteina de union
Estreptavidina ficoeritrina, se incub6 durante 30 min con agitacion y en la oscuridad. Se
descart6 el sobrenadante y se lavaron los pozos dos veces con 200 pl de buffer de lavado. Se
adicionaron 150 pl de liquido de revestimiento y se realizo la lectura del plato en un citdmetro
de flujo MAGPIX de MILLIPLEX MAP. Los resultados de las muestras fueron analizados
utilizando el software xPONENT MAGPIX.

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Doce materiales sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla e IPDI con 3%
de Ch y 15% de PCL fueron evaluados para determinar los procesos de inflamacién in vitro
generados luego del contacto de los materiales sobre una linea celular. La inflamacion se
evalué por medio de la liberacion de diferentes citoquinas al medio de celulas THP-1,
diferenciadas a macréfagos, con y sin estimulacién de LPS y en contacto con los PUs. Se

analizaron nueve marcadores inflamatorios compuestos por citoquinas proinflamatorias y
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antiinflamatorias (IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a). EI primer
grupo de ensayo (Grupo A) consistio en determinar el posible efecto de los PUs sobre el
proceso inflamatorio de los macrofagos. En la Figura 27 se observan las concentraciones de
las citoquinas antiinflamatorias expresadas luego de las 24 h de exposicion de los PUs con
los macréfagos. En la Figura 28 se presenta la concentracion de citoquinas proinflamatorias
expresadas en el medio de cultivo. Como material de referencia se utiliz6 un biomaterial de
polipropileno (PP) empleado como suturas biomédicas no absorbibles. Como control se
empled el medio de cultivo sin polimero y en las Figuras 27 y 28 se presenta la expresion de

citoguinas en los monocitos, las células que no fueron tratadas con PMA.
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Figura 26. Citoquinas antiinflamatorias sin estimulacion de LPS.

(@) IL-10; (b) IL-5; (c) IL-4. PP: polipropileno como material de referencia; Control: medio de cultivo sin
PUs; THP-1: monocitos de la linea celular. La concentracion de citoquinas est4 dada como medias +S.D.
(n=3).

El segundo grupo de ensayo (grupo B) fue desarrollado con el objetivo de determinar si
los materiales sintetizados presentaban actividad antiinflamatoria sobre células a las cuales
se les habia estimulado inflamacidn por medio de LPS previo al contacto directo con los PUs.
Los resultados de la concentracion de citoquinas antiinflamatorias y proinflamatorias del
ensayo B se presentan en las Figuras 29 y 30, respectivamente. Se ensay0 el PP como material
de referencia y se utiliz6 medio de cultivo sin polimero como control.
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Segun se observa en los resultados de los grupos A y B no se presentaron diferencias
significativas entre las concentraciones de las citoquinas expresadas por las ceélulas
estimuladas con LPS y las no estimuladas. Esto puede estar relacionado con el protocolo
utilizado. Aun no se cuenta con un protocolo estandarizado para realizar la diferenciacion de
los monocitos de THP-1 a macrofagos con PMA. Es asi como se encuentra una amplia
variacion de las concentraciones de PMA, entre 6 y 600 nM, el tiempo de estimulacion con
PMA puede variar de 3a 72 h, y los periodos de recuperacion pueden estar entre 0 y 10 dias
[Lund 2016, Starr 2018]. Es probable que concentraciones altas de PMA, superiores a 100
ng ml?, incrementen los niveles de expresion de genes asociados con inflamacion y un
incremento en la secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNF o IL-8 [Lund 2016].

[a) e0 (b) 35000
50 ;o0 [F F T M
= = 25000
Eax I E
-1 E
2 # 20000
T 3 £
5 S 15000
2 H
5 5 10000
10 [ 5000
0 0 ]
LFOELL FOLE PO @ QN FELEL L ELL L OLL S
T FE Faat T F o & o FOEE FotE S & <E
. T & LR s 7 = < . 7 & 7, . 7 = <
W & 4F ¥ a7 Q¥ W CEE N e
Q- LR q Q- < Q-
(c) 30000 (d) 35000
25000 30000

25000

Citoguina (pg/ml)

_ oz = E
20000
15000
10000
5000

=

O —
Citoquina (pg/ml)
-
j=]
(=]
=]
= =]

20000
"5 15000
2
5000
Il

N
RN oo o o PO g LA PR PR P & Sy
6‘9& VY o eﬁb& <Y Q¥ & eﬁb& Qﬁ’xq?’x <& (9& <& & Q'N!q'\'xq o ¥ q"fqd‘ & Qﬁ’!qq’ﬁ o (.9& <
& N & v e | & R & v & k)
P b ¥ b 7 2 o ] ¥ k) Py 9
(e) 4s000 (f) 2s0
40000 T o 5 m
35000 I 00
= T - =
é 30000 I é .
£ 35000 = I
£ 20000 : 1
ES 3 100 I
2 15000 2 I
S 5]
10000 50
5000 i
0 0
-~ o
b§\°_)c}‘ oy b‘*\‘\u"»d\ & b{sxu_,)c}‘ & @ & @z'\’ eFSP .;gf‘ > & @ﬁﬁc}‘ ﬁc.‘éqc} 6‘5‘9 4),5_‘.‘“ L& &8
PO q"\j}‘ & 0 q"'q;(}‘ & 0 q”’ﬂ,(}‘ & &Y q’-‘\/d‘ POl q'-"q’c, &% q'-'-"’bjf‘ ¢ =
& SR Q & Q > q & ) N Q

Figura 27. Citoquinas proinflamatorias sin estimulacién de LPS.
(@) INF-y; (b) TNF-0; (c) IL-1B; (d) IL-8; (e) IL-6; (f) IL-2. PP: polipropileno como material de referencia;
Control: medio de cultivo sin PUs; THP-1: monocitos de la linea celular. La concentracidn de citoquinas esta
dada como medias £S.D. (n=3).
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Segun lo expuesto por Park et al. (2007) concentraciones elevadas de PMA puede expresar
algunos genes durante el proceso de diferenciacion, lo que a su vez puede enmascarar el
efecto de los estimulos posteriores a la diferenciacion [Park 2007]. Con lo anterior se puede
inferir que durante el proceso de diferenciacion de monocitos a macrofagos de las células
THP-1 se utilizaron concentraciones de PMA que desencadenaron la liberacion de citoquinas
pro y antinflamatorias antes de exponer las células a un estimulo inflamatorio por medio del
LPS.

Con los resultados obtenidos para el grupo A (Figuras 27 y 28) se puede observar que los
PUs evaluados no generan un proceso inflamatorio a los macréfagos de la linea celular THP-
1. Lo anterior se afirma con base en los resultados que presentaron el control (medio sin PU)
y el material de referencia PP, los cuales presentaron valores superiores, aunque en algunos

casos no significativos, en las concentraciones de las citoquinas evaluadas tanto
antiinflamatorias como proinflamatorias.

(a) 180 (b) 120

-
=}
a

20

140
E
I
2 &0
o
c
S 60
T
2
D40
-

Citoquina (pg/ml)
I ]
o & 3 8 8
—
—
-
—
4 —
@ | —
e
¢ [—
] —— — |
Y —
=
=] (=]

R o e £ £ o8 Q(, £ f & G0 IR O o £ (}‘ O' oy PO q(}q(}' & 60
S X S ¥ SIS N @ AR F &
SN SVt SIS 8 It < & FEE FIE o <
& ¥ = v B %l & < i 3 k&
> A Y T2 A Eie A T2 ¢
(c) &

Figura 28. Citoquinas antiinflamatorias con estimulacion de LPS.
(@) IL-10; (b) IL-5; (c) IL-4. PP: polipropileno como material de referencia; Control: medio de cultivo sin
PUs; THP-1: monocitos de la linea celular. La concentracion de citoquinas esta dada como medias +S.D.

(n=3).
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Una inflamacion aguda en un organismo se presenta debido a una respuesta de proteccion
del organismo frente a dafios tisulares producidos por agentes infecciosos o extrafios al
organismo. Las primeras citoquinas formadas ante la respuesta a lipopolisacaridos
bacterianos, frente a una lesion tisular o una infeccion son TNF-a y la IL-1p actuando
directamente sobre receptores especificos y desencadenando una cascada de otros efectores
como citoquinas, quimiocinas, entre otros [Oliveira 2011, Lund 2016, Gémez Estrada 2011].
La TNF-o y la IL-1B tienen un efecto sinérgico sobre la inflamacion que también es
promovida por el IFN-y a través del aumento de la TNF-o [Gdmez Estrada 2011]. El factor
de necrosis tumoral (TNF-a) es una citoquina proinflamatoria que se estimula de manera
precoz ante una respuesta inflamatoria [Oliveira 2011].

Entre las citoquinas evaluadas se tenia la interleucina-4 (IL-4) que se caracteriza por
poseer actividad antiinflamatoria potente y puede inhibir la sintesis de citoquinas
proinflamatorias [Gonzalez 2009]. Actla sobre los macréfagos activados para reducir los
efectos de las citoquinas IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-8 [Oliveira 2011]. Por lo tanto, se observa
que al expresarse una citoquina antiinflamatoria o proinflamatoria se inhibe la expresién de
su antitesis. En el caso de la IL-4 de la Figura 29(c) presentd valores cercanos a 5 pg mlty
su antitesis como la TNF-a, 1L-6 e IL-8 presentaron valores superiores a 20000 pg ml* segin
se observa en la Figura 27. También se evalud la interleucina-10 (IL-10) que ejerce acciones
antiinflamatorias sobre monocitos o macréfagos [Gonzalez 2009]. Inhibe las citoquinas
proinflamatorias IL-1, TNF-a, IL-6, estimulando la produccion endogena de citoquinas
antiinflamatorias [Oliveira 2011].

El factor de necrosis tumoral (TNF-a) juega un papel importante en la respuesta
inflamatoria de un organismo, como ya se menciond. Bajo la estimulacion con LPS se
presenta un estado inflamatorio sistémico caracterizado por los niveles incrementados de
citoquinas por-inflamatorias como TNF-o, la IL-1f y por la disminucion de citoquinas
antinflamatorias como la 1L-10 [Ballerini 2017]. Este comportamiento se pudo observar en
los valores obtenidos del grupo B ya que en la Figura 30(a) los valores obtenidos para la
TNF-o presentaban concentraciones cercanas a 30000 pg ml™ y la IL-1pB presento valores de
25000 pg ml, pero para la IL-10 se encontraron valores promedios de 80 pg mI™.

Otras citoquinas evaluadas fueron las interleucinas 2 y 6. La interleucina-2 (IL-2) es una

citoquina proinflamatoria que se caracteriza por la generacion y propagacion de la respuesta

88



inmunologica especifica del antigeno [Oliveira 2011]. La interleucina-6 (IL-6) es una
citoquina con propiedades proinflamatorias y niveles elevados estdn asociados con la
severidad en los procesos septicos. En algunos casos se considera que la IL-6 es una citoquina

antiinflamatoria, ya que puede inducir proteinas beneficiosas en los procesos de choque
séptico [Gonzéalez 2009].
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Figura 29. Citoquinas proinflamatorias con estimulacion de LPS.
(@) INF-y; (b) TNF-a; (c) IL-1B; (d) IL-8; (e) IL-6; (f) IL-2. PP: polipropileno como material de referencia;
Control: medio de cultivo sin PUs; THP-1: monocitos de la linea celular. La concentracidn de citoquinas esta
dada como medias +S.D. (n=3).

Para los dos grupos (A y B) se evaluaron las citoquinas de los monocitos de las células
THP-1, que no fueron transformados a macrdfagos, para observar los niveles basales de

89



expresion de cada citoquina. De acuerdo con Chanput et al. (2010) las citoquinas de los
monocitos y macrofagos de la linea celular de THP-1 en sus niveles basales presentan valores
cercanos a los 20 y 30 pg ml* [Chanput 2010]. Para el estudio realizado con los PUs se
observa que las citoquinas de IFN GAMA, IL-2, IL-5, IL-6 presentaron valores dentro de ese
rango mencionado por el estudio de Chanput et al. (2010) para los monocitos de THP-1,
segun se observa en las Figuras 27, 28, 29 y 30. Luego de la diferenciacién de los monocitos
a macréfagos se observa (Figura 27 y 28) que se incrementan los niveles de expresion de
todas las citoquinas comparadas con los niveles basales de los monocitos. Las citoquinas
antiinflamatorias 1L-4, IL-5 e IL-10 presentan un incremento de 55, 65 y 35%,
respectivamente. Para el caso de las citoquinas proinflamatorias IL-2, IL-6, IL-8, IL-1p, IFN-
v, y TNF-a tienen un incremento de 65, 122, 29, 100, 70 y 97%, respectivamente. En cuanto
a los resultados de los macrofagos estimulados con LPS, los porcentajes relacionados con el
incremento de la concentracion de las citoquinas son similares a los anteriores.

De acuerdo con el biomaterial de referencia empleado, el polipropileno (PP), y el control
del medio sin PU se observa que el comportamiento no presenta diferencias estadisticas
significativas con los PUs evaluados del grupo B, segln se muestra en las Figuras 29 y 30.
Con lo anterior se puede inferir que los PUs evaluados no presentan actividad
antiinflamatoria.

De acuerdo con los resultados se pudo observar que para la diferenciacién de monocitos
de THP-1 a macro6fagos es necesaria una estandarizacion y optimizacion in vitro para lograr
resultados adecuados sobre la expresion de citoquinas. Los monocitos y macréfagos de la
linea celular THP-1 podrian ser un modelo adecuado y confiable para evaluar la respuesta
inflamatoria antes de realizar un estudio méas detallado con células derivadas de humanos
[Chanput 2010].

4.5 CONCLUSIONES

PUs sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla, diisocianato de isoforona,
utilizando como aditivos policaprolactona (15% p/p) y quitosano (3% p/p) se utilizaron para
evaluar los procesos inflamatorios in vitro sobre la linea celular THP-1 por medio de la
liberacion de citoquinas al medio de cultivo luego de 24 h de exposicion con los materiales.

Se evaluaron tres citoquinas antiinflamatorias y 6 citoquinas proinflamatorias por medio de
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citometria de flujo. Con los resultados se pudo inferir que los PUs sintetizados no generan
inflamacién a los macréfagos de la linea celular THP-1 con lo que se esperaria que dichos
polimeros no desencadenen procesos inflamatorios cuando estén en contacto con tejidos
humanos. Los PUs pueden ser candidatos como materiales para suturas biomédicas no

absorbibles.
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CAPITULO5

EVALUACION IN VIVO DE LOS MATERIALES CANDIDATOS
PARA EL DISENO DE SUTURAS BIOMEDICAS

5.1 RESUMEN

Entre los polimeros que han ganado interés en aplicaciones biomédicas se encuentran los
poliuretanos (PUs) que representan una clase importante de polimeros sintéticos. Por lo tanto,
el desarrollo de PUs con propiedades biocompatibles es uno de los factores fundamentales
de evaluacion para el disefio de biomateriales. El objetivo de este capitulo fue realizar una
evaluacion in vivo de materiales tipo PU biocompatibles, no absorbibles, con propiedades
mecénicas deseables para ser utilizados como materiales que cumplan con los requerimientos
de suturas quirargicas no-absorbibles. Los materiales tipo PUs fueron sintetizados con
polioles derivados del aceite de higuerilla y diisocianato de isoforona (IPDI). Los
experimentos in vivo se realizaron durante 30 dias en ratas wistar por medio de implantacién
subcutanea del PU a evaluar. Se observo que los materiales implantados no afectaron el
proceso de curacion de las heridas y tampoco presentaron efectos adversos ni lesiones severas
en el tejido de la zona media cervical dorsal, ni en los cortes de los 6rganos (higado, pulmon,
bazo, pancreas, corazon, rifion) evaluados histolégicamente. Los resultados indican que los
PUs sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla e IPDI pueden ser empleados

en el disefio de biomateriales como materiales para suturas biomédicas no absorbibles.

5.2 INTRODUCCION

Las interacciones que existen entre algunas lineas celulares con materiales disefiados para
el area biomédica son de interés y existe bibliografia que se encarga de evaluar la respuesta
in vitro de biomateriales a base de PUs [Vannozzi 2017a, Gossart 2018, Angeloni 2017,
Meskinfam 2018]. Asi, por ejemplo, Gossart et al. (2018) evaluaron la influencia intrinseca
de la quimica de PUs sobre la modulacién y activacion de monocitos humanos in vitro
encontrando posible aplicacion de los materiales en terapias medicas [Gossart 2018]. Pero
segun se observa en la literatura antes citada, las respuestas in vitro permiten afirmar que los

materiales pueden ser candidatos como biomateriales, pero no se tiene suficiente informacion
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sobre la respuesta biolégica cuando el material se implanta en un tejido vivo. Son pocos los
estudios cientificos que se han enfocado en la evaluacion de los dos tipos de respuestas, in
vitro e in vivo de biomateriales derivados de PUs. Uno de estos estudios corresponde el
desarrollado por Zhang et al. (2016) quienes evaluaron la liberacion de péptidos in vitro e in
vivo a partir de PUs termoplasticos [Zhang 2016].

Considerando lo anterior, el objetivo de este capitulo fue realizar una evaluacion in vivo
de materiales tipo PUs biocompatibles, con propiedades mecénicas adecuadas para ser
utilizados como materiales para suturas biomédicas no-absorbibles. Para lograr este
propdsito se utilizaron PUs sintetizados con polioles modificados derivados del aceite de
higuerilla y diisocianato de isoforona (IPDI). El efecto de la modificacion del poliol con
adicién de grupos hidroxilo fue evaluado sobre las propiedades bioldgicas in vivo en ratas
wistar. Al correlacionar el comportamiento in vivo de los materiales con las propiedades
mecanicas evaluadas en capitulos previos, se podra determinar si los PUs pueden ser

candidatos en aplicaciones biomédicas como suturas no absorbibles.

5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Animales

Para la experimentacion se utilizaron animales SPF (Specific-pathogen-free) de rata
wistar, machos de 8 semanas de edad con pesos promedios entre 200-250 g. Los animales no
fueron sometidos a ningun tipo de procedimiento previo a la intervencion del implante
subcutaneo. Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del laboratorio ABSL-2 en

el Bioterio del Instituto Nacional de Salud (Colombia).

5.3.2 Ensayos in vivo de poliuretanos

Veintisiete machos adultos de rata wistar, con 8 semanas de edad (200-250 g), fueron
mantenidas con ciclos de luz:oscuridad 12:12 horas y estuvieron alimentadas con alimento
concentrado para roedores de férmula abierta segun los protocolos descritos por el Bioterio
del Instituto Nacional de Salud (INS) de Colombia.

El protocolo experimental fue aprobado mediante decision del comité de ética y el comité

de uso de animales de laboratorio (CICUAL) y se realiz6 siguiendo los lineamientos dados
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por el Bioterio del INS. Los animales se aclimataron en el entorno del laboratorio durante
cinco dias. Luego los animales fueron divididos en los siguientes grupos de forma aleatoria:

Grupo I: animales para cirugia con implantacion de polimero sintetizado PU-P.1

Grupo 1l: animales para cirugia con implantacion de polimero sintetizado PU-P.2

Grupo Il1: animales para cirugia con implantacion de polimero sintetizado PU-P.3

Grupo IV: animales para cirugia con implantacion de polimero comercial PP

Grupo V: animales para cirugia sin implantacion de materiales - simulado

Grupo VI: animales sin cirugia — cero

De los grupos | al V se utilizé un n=5y para el grupo VI fue un n=2. Los animales de los
grupos del I al V fueron anestesiados con ketamina (80 mg kg™) y xilacina (10 mg kg™) por
via intraperitoneal. Se rasurd la region dorsal y se desinfectd la zona con solucién antiséptica
de clorhexidina digluconato (0,5 g por cada 100 ml). Se hizo una incision de
aproximadamente 1-2 cm en la linea media cervical dorsal, paralelo a la columna vertebral y
entre las 2 escapulas. Mediante diseccion roma, se generd un bolsillo subcutaneo para
implantar el material a evaluar. El material implantado consistié en fibras de 0,9 mm de
diametro, de 1 cm de largo y esterilizados previamente a la cirugia con UV. La incision fue
cerrada con un punto de polipropileno. Se realizd seguimiento de los animales durante 30
dias.

Los animales del grupo VI se sacrificaron al iniciar el ensayo como un blanco (tiempo
cero) por inhalacion de dioxido de carbono y se colectaron los tejidos de la zona media
cervical dorsal para avaluaciones histopatoldgicas. Adicionalmente se realizaron cortes de
los 6rganos (higado, pulmon, bazo, pancreas, corazon, rifidn) para evaluaciones histoldgicas.
Los tejidos y 6rganos se almacenaron en formaldehido bufferado al 10%.

Luego de 30 dias todos los animales de los grupos I al V fueron sacrificados de la misma
forma que el grupo V1 y se retird el tejido junto con el material implantado y los 6rganos para

evaluaciones histopatologicas.
5.3.3 Andlisis histopatologico

Los tejidos obtenidos de los 27 animales fueron embebidos en parafina, seccionados

dentro de peliculas de 5 um vy tefiidos usando hematoxilina y eosina. Cada pelicula fue
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analizada por dos patélogos de forma independiente (estudio doble ciego) y calificada entre

cuatro niveles (ausencia, leve, moderado y severo) [Garg 2012].

5.3.4 Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como valores promedios * desviacion estandar (SD).
Los datos fueron analizados por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias
significativas fueron determinadas para p<0,05. Para la comparacion entre muestras se utilizd
la prueba t-Student con el Software SPSS Statistics 23.

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular in vitro, se
espera que los materiales sintetizados no presenten efectos toxicos en un ensayo in vivo,
considerando que son materiales no absorbibles lo que a su vez no presentara liberacién de
compuestos en el momento de ser implantado en un ser vivo. Uno de los objetivos con el
ensayo in vivo fue comparar los PUs sintetizados con un biomaterial de PP sobre la respuesta
de compatibilidad con el tejido. Es asi como a todos los animales se les realizdé un
seguimiento del peso cada 7 dias, y al finalizar el ensayo se determind que todos los animales
ganaron entre 120 y 180 g. No se observaron variaciones de los animales implantados con
PUs con respecto a los que tenian implantado el material control de PP, asi como tampoco
con los animales que no tenian material implantado (simulado). De igual forma, no se
observaron deficiencias relacionadas con el aspecto fisico ni con la motricidad de los
animales, sugiriendo que los materiales implantados no generan efectos adversos
comparados con el material control.

En la Figura 30 se presentan imagenes de los tejidos en contacto con el material después
de 30 dias del implante de tres de los materiales evaluados, incluido el material control (PP).
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Figura 30. Imégenes de tejido de tres de los grupos de ratones al dia 30 del experimento.
(a) Piel con el material sintetizado con P.1 (PU-P.1), (b) Piel con el material sintetizado con P.2 (PU-P.2), (c)
Piel con el material PP

Como se presenta en la Figura 30 los tejidos del &rea circundante no presentan signos de
lesiones macroscopicas. Los resultados del ensayo in vivo mostraron que los tres tipos de
PUs fueron integrados dentro del microambiente del tejido con reacciones de cuerpo extrafio
leves. Procesos similares se observaron con el material control empleado en el ensayo (PP).
La fibrosis y la formacion de granulos en el tejido ocurren normalmente durante los procesos
fisiologicos de cierre de heridas precedidos por la formacion de escaras en el tejido [Laube
2017].

Se realiz6 un diagnostico histopatoldgico de muestras de piel que consistié en una
construccion y validacion del sistema de puntuacion histolégico que combina parametros de
lesiones para definir cada categoria, de acuerdo con lo estipulado por Gibson-Corley et al.
(2013) [Gibson-Corley 2013]. La puntuacion de lesiones se realizd por dos patologos
independientes para cada individuo del grupo experimental. Se empleé una calificacion
semicuantitativa (evaluacion por rangos) de las lesiones. Se determinaron cuatro rangos que
corresponden a los siguientes valores: ausencia=0, leve=1, moderado=2, y severo=3. En la

Tabla 3 se presenta un analisis estadistico de los 27 animales evaluados por los dos pat6logos.
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Tabla 3. Porcentaje de puntuacion de lesiones del diagndstico histopatologico.

Calificacién semicuantitativa por rangos

Tipo de lesion
0 1 2 3
Hiperqueratosis ortoqueratdtica 0% 30% 70% 0%
Hiperqueratosis paraqueratdtica 100% 0% 0% 0%
Costra 78% 18% 4% 0%
Ulceracion 100% 0% 0% 0%
Hipergranulosis 0% 93% 7% 0%
Acantosis 19% 59% 22% 0%
Exocitosis 81% 15% 4% 0%
Espongiosis 37% 63% 0% 0%
Necrosis/oncosis epitelial 70% 30% 0% 0%
Infiltrado dermis linfoplasmocitario 0% 83% 17% 0%
Infiltrado en dermis supurativo 89% 4% 7% 0%
Infiltrado en dermis eosinofilico 96% 4% 0% 0%
Infiltrado en dermis histocitico 78% 15% 7% 0%
Reaccion piogranulomatosa 93% 0% 7% 0%
Tejido de granulacion 100% 0% 0% 0%
Quiste folicular en dermis profunda 89% 0% 11% 0%

Notas: Los resultados de la calificacién semicuantitativa de las lesiones estan dados como la media
+SD (n =5). La calificacion consiste en: 0 = ausencia, 1= leve, 2 = moderado, y 3 = severo.

En los analisis histopatologicos los puntajes mas altos indican una lesion mayor
(severo=3) [Inzana 2016]. En la Tabla 3 se observa que el valor méas alto corresponde a la
puntuacion 3 (severo), y de acuerdo con el analisis estadistico de los resultados
histopatol6gicos de los 27 animales, no se presentaron valores severos para las lesiones
evaluadas (Figura 31). En la Figura 31 se observa que el 64% de las lesiones estan ausentes
en los animales evaluados, con lo que se puede deducir que las lesiones generadas
corresponden a reacciones desencadenadas por la presencia de un material extrafio en el

organismo Vivo.
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Figura 31. Clasificacion de las lesiones presentadas en el analisis histopatolégico de los animales.
Notas: Los resultados son presentados como la media £ SD (n=5) y corresponde a las valoraciones de dos
patdlogos diferentes.

De acuerdo con la impresion diagndstica se observé que con los animales del grupo | (PU-
P.1), el 80% de los animales presentaron dermatitis linfoplasmocitaria leve y el 20% restante
presentaron dermatitis linfoplasmocitaria moderada. Con relacion al grupo Il (PU-P.2), el
20% presentaron dermatitis mixta leve, un 60% de las lesiones correspondian a dermatitis
linfoplasmocitaria leve, y un 20% de las lesiones fueron dermatitis piogranulomatosa
moderada. Adicional a esto, el 80% de los animales implantados con los materiales del grupo
Il (PU-P.3) presentaron dermatitis linfoplasmocitaria leve, y el 20% tenian dermatitis
piogranulomatosa moderada. Los animales que tenian el tratamiento del grupo IV (PP)
presentaron un 20% de piel sana, 60% tenian dermatitis linfoplasmocitaria leve y el 20%
restante tenian dermatitis linfoplasmocitaria moderada. De igual forma, se observo que el
100% de los animales que correspondian al grupo V (simulado) presentaron dermatitis
linfoplasmocitaria leve.

Segun se observa en el analisis anterior y basados en la descripcién macroscopica, se
puede afirmar que las lesiones presentadas corresponden a una respuesta a cuerpo extrafio y
no se deben a reacciones adversas por el material implantado. Adicional a esto, al comparar
los materiales sintetizados con el material comercial (PP) la respuesta obtenida es similar.

Esto se puede observar en las fotografias microscopicas presentadas en la Figura 32, donde
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se muestran los materiales que presentaron un grado de lesion mayor comparado con los otros

materiales evaluados.

Figura 32. Descripcion macroscopica de lesiones presentadas en los animales.

(a) Engrosamiento de la epidermis leve (flecha), dermatitis piogranulomatosa moderada como respuesta a
cuerpo extrafio (asterisco) con material PU-P.2. Tincion H&E 20X (b) Dermatitis piogranulomatosa
moderada como respuesta a cuerpo extrafio (flecha) con presencia de células epitelioides, macrofagos,
linfocitos, células plasmaticas, PMN-eosinofilos y neutréfilos (asterisco) con el material PU-P.2. Tincién
H&E 200X. (c) Dermatitis linfohistiocitaria multifocal leve asociada a los anexos y al tejido adiposo (flechas)
con material comercial PP. Tincion H&E 80X.

En la Figura 32 se presentan las fotografias de dos de los materiales evaluados PU-P.3 y
PP correspondientes a los grupos 111y 1V, respectivamente. De acuerdo con la informacion
obtenida en las imagenes histologicas, se puede afirmar que las lesiones presentadas en los
animales corresponden a una reaccion normal de cuerpo extrafio al ser comparadas con el
material comercial empleado como control (PP).

De acuerdo con los resultados relacionados con los ensayos in vivo, se puede inferir que
los PUs sintetizados en este proyecto y el material control de PP, presentaron una respuesta
positiva al ser implantados en ratas wistar. De igual forma, las lesiones generadas luego de
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30 dias de ensayo no presentan respuestas lesiones severas, ni respuestas inflamatorias de
consideracion. Valores similares se encontraron en evaluaciones in vivo de PUs sintetizados
con nanoparticulas de hidroxiapatita, un poliol derivado del fruto de acai y diisocianato de
hexametileno y encontraron una integracion positiva entre el material y el cuerpo del animal
sin respuestas inflamatorias a gran escala para el control y los PUs [Gabriel 2017].

PUs biodegradables y sus productos de degradacién pueden ser no téxicos y causar una
minima respuesta in vivo, lo cual puede ser mejorado gracias a la composicion o métodos de
preparacion [Ng 2017b]. Es asi como se puede inferir que los PUs sintetizados pueden ser

empleados como matriz para el disefio de biomateriales como suturas no absorbibles.

5.5 CONCLUSIONES

Los PUs sintetizados con polioles derivados del aceite de higuerilla (Ricinus communis)
(P.1, P.2 y P.3) ydiisocianato de isoforona (IPDI) que presentaron propiedades con potencial
para aplicaciones relacionadas con los sistemas para cierre de heridas (mecanicas y
bioldgicas) fueron evaluados in vivo en ratas wistar, para determinar si dichos materiales
pueden ser empleados en contacto directo con la piel sin generar dafio a las células
circundantes. Es asi como se realizd un implante subcutaneo de los PUs en ratas wistar
durante 30 dias. Los resultados no presentaron diferencias significativas de los PUs
comparados con el material control de polipropileno. Se presentaron reacciones de cuerpo
extrafio normales debidas al proceso del injerto del material. Se pudo deducir que no se
presentaron lesiones croénicas, indicando que los materiales pueden estar en contacto con
tejidos de piel. De acuerdo con los resultados se puede proponer a los PUs sintetizados con
polioles del aceite de higuerilla como materiales candidatos para el disefio de suturas

biomédicas no-absorbibles.
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CONCLUSIONES

El objetivo de esta investigacion fue sintetizar PUs a partir de polioles derivados de aceite
de higuerilla para aplicaciones biomédicas como materiales para suturas no absorbibles. Las

conclusiones logradas de la investigacion son las siguientes.

Se determin6 la relacion de las propiedades fisicoquimicas, mecanicas, térmicas y
morfolégicas de los materiales para suturas en funcion de la estructura quimica de los
monomeros y aditivos empleados para la sintesis de la siguiente forma. Uno de los
monomeros empleados correspondia al tipo de diisocianato. Por lo tanto, se sintetizaron 144
matrices de PUs con tres tipos de diisocianatos alifaticos, el primero lineal, el segundo con
un anillo y el tercero con dos anillos en la estructura. Se determind que la estructura de los
diisocianatos tiene un efecto sobre las propiedades mecanicas y térmicas de los PUs debido
al impedimento estérico que presenta la estructura de los mismos. Por lo tanto, la presencia
de los anillos en la estructura mejoré las propiedades mecanicas comparado con el

diisocianato con estructura lineal.

El grado de entrecruzamiento presentd un efecto significativo sobre diversas propiedades
evaluadas, como las propiedades mecanicas, las propiedades térmicas, el caracter degradable
de los PUs, entre otras. Esto se pudo corroborar por medio de la determinacién de las
propiedades mecanicas, las cuales mejoraron con los polioles modificados quimicamente,
aumentando la resistencia a la rotura y el porcentaje de elongacion. El efecto observado sobre
las propiedades térmicas se atribuye al entrecruzamiento ya que la movilidad de las cadenas
es menor, por la distancia entre nudos, lo que hace que los valores de la Tq sean elevados,
para los materiales sintetizados con polioles modificados quimicamente. Lo anterior también
se puede correlacionar con el caracter degradable de los materiales debido a que la difusidn
de las cadenas esta impedida por el grado de entrecruzamiento, lo que puede dificultar la
cantidad de agua que difunde a través de la red. Es asi como se observé una degradacion a

nivel superficial de los materiales por medio de microscopia.

En cuanto a las propiedades morfoldgicas se observéd que los materiales presentaron una

distribucion homogénea de las fases lo que se pudo confirmar por medio del anélisis de la
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microestructura y por la determinacion de las propiedades térmicas donde se obtuvo un solo

valor de Ty.

Al determinar el posible efecto de los aditivos (PCL y Ch) empleados en la sintesis de los
PUs sobre las propiedades evaluadas, se observo que el uso de Ch no presentd efectos
significativos sobre alguna de las propiedades, probablemente por la concentracion
empleada. Para el caso de la PCL se observd que tiene un efecto sobre las propiedades

mecénicas, siendo estas inferiores a medida que se incrementaba la concentracion de la PCL.

Es asi como se determind la biocompatibilidad in vitro de los materiales para suturas que
presentaron propiedades fisicoquimicas, mecanicas y morfologicas deseables en funcion de
la estructura de los segmentos y la densidad de entrecruzamiento de los PUs. Teniendo en
cuenta los resultados anteriores de las propiedades evaluadas, se seleccionaron las matrices
sintetizadas con el diisocianato IPDI y con los tres tipos de polioles y con los aditivos de PCL
y Ch, para continuar con la investigacion. Esto se hizo con base en las propiedades requeridas
para que los PUs pudiesen ser aptos como materiales para suturas biomédicas.

Se realizaron pruebas in vitro sobre las siguientes lineas celulares de fibroblastos:
fibroblastos de raton L-929, fibroblastos humanos MRC-5 vy la linea celular de fibroblasto
dérmico humano HDFa, sobre los materiales por el método ISO 10993-5. Se determind que
para todas las lineas celulares evaluadas, los valores de viabilidad celular fueron superiores
al 80%, con lo que se puede inferir que los PUs pueden ser utilizados como biomateriales ya
que no afectan las células de fibroblastos en contacto directo. Adicional a esto se realizé un
ensayo de inmunocitoquimica por medio de la tincién de faloidina, que tifie las fibras de la
actina-F que es un componente principal del citoesqueleto generando una coloracion verde.
Y unatincion de los ndcleos de los fibroblastos por medio de la coloracién azul generada por
la tincion DAPI. En las imagenes se observo que la estructura de la linea celular se conserva

y que las células se adhieren al PU sin problema.

De otro lado, se determind que los PUs presentan actividad antibacteriana contra E. coli,
S. aureus y P. aeruginosa. Lo que puede ser beneficioso para la aplicacién seleccionada ya

que evita procesos adicionales de los materiales.
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Dado que los aditivos al parecer no presentan un efecto de mejora en la biocompatibilidad,
a continuacion, se seleccionaron las matrices sintetizadas con IPDI, pero con los valores
méaximos de PCL y Ch para evaluar el posible efecto inflamatorio que presentaban los
materiales para suturas no absorbibles obtenidas. Se evalu6 la respuesta inflamatoria por
medio de la expresion de citoquinas antinflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10) y proinflamatorias
(IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a) expresadas en un modelo celular como son las
células THP-1 con y sin estimulo de lipopolisacarido (LPS) por medio del kit MILLIPLEX®
MAP. Se utilizé un biomaterial comercial de referencia, el PP, para comparar los resultados
obtenidos de los PUs. Se determiné que los PUs no presentan actividad antiinflamatoria. De
otro lado segun los resultados se puede inferir que los PUs no generan inflamacién sobre la
linea celular evaluada, con lo que se podria inferir que los PUs pueden ser candidatos como

materiales de suturas biomédicas no absorhibles.

Por Gltimo, y con base en los resultados previos, se seleccionaron las matrices sintetizadas
con IPDI y con los tres tipos de poliol para realizar la evaluacién in vivo de los materiales
candidatos como materiales para el disefio de suturas biomédicas. Para el ensayo in vivo se
realizaron implantes de fibras de 0,9 mm de didmetro y de 1 cm de largo en la region dorsal
de ratas wistar. ElI implante se mantuvo durante 30 dias. Se observé que los materiales
implantados no afectaron el proceso de curacion de las heridas y tampoco presentaron efectos
adversos, ni lesiones severas en el tejido de la zona media cervical dorsal, ni en los cortes de
los 6rganos (higado, pulmon, bazo, pancreas, corazon, rifién) evaluados histol6gicamente.
Con los resultados se puede inferir que los PUs sintetizados con polioles derivados del aceite
de higuerilla (P.2 y P.3) y con IPDI pueden ser empleados como materiales para suturas

biomédicas no absorbibles.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras se recomienda disefiar hilos de poliuretanos sintetizados con
diisocianato de isoforona con los polioles P.2 y P.3, con un didmetro adecuado (<0,4 mm de
diametro) para ser utilizados como suturas biomeédicas no absorbibles. Realizar ensayos in

vivo de los hilos para determinar la tension antes y despueés de estar en contacto con el tejido.

Realizar ensayos in vivo de absorcion de los materiales candidatos como suturas
biomédicas para determinar posibles efectos que puedan generar los productos de

degradacion.

Utilizar un método alternativo en el proceso de sintesis de poliuretanos para lograr
incrementar el porcentaje de quitosano empleado, el cual fue del 3% (p/p), y con eso buscar
una mejora de las propiedades biologicas aprovechando las propiedades de

biocompatibilidad que posee el quitosano.
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ANEXOS

ANEXO 1. POLIURETANQOS SINTETIZADOS

Anexo 1.1. Poliol 1: P.1 (Aceite de higuerilla sin modificar)

Codigo PU Nombre PU Diisocianato PCL (%  Ch (%
p/p) p/p)
1 P.1-HDI-OPCL-0Ch 0 0
2 P.1-HDI-OPCL-1Ch 0 1
3 P.1-HDI-OPCL-2Ch 0 2
4 P.1-HDI-OPCL-3Ch 0 3
5 P.1-HDI-5PCL-0Ch 5 0
6 P.1-HDI-5PCL-1Ch 5 1
7 P.1-HDI-5PCL-2Ch 5 2
8 P.1-HDI-5PCL-3Ch HDI (diisocianato de 5 3
9 P.1-HDI-10PCL-0Ch hexametileno) 10 0
10 P.1-HDI-10PCL-1Ch 10 1
11 P.1-HDI-10PCL-2Ch 10 2
12 P.1-HDI-10PCL-3Ch 10 3
13 P.1-HDI-15PCL-0Ch 15 0
14 P.1-HDI-15PCL-1Ch 15 1
15 P.1-HDI-15PCL-2Ch 15 2
16 P.1-HDI-15PCL-3Ch 15 3
17 P.1-IPDI-OPCL-0Ch 0 0
18 P.1-IPDI-OPCL-1Ch 0 1
19 P.1-IPDI-OPCL-2Ch 0 2
20 P.1-IPDI-OPCL-3Ch 0 3
21 P.1-IPDI-5PCL-0Ch 5 0
22 P.1-IPDI-5PCL-1Ch 5 1
23 P.1-IPDI-5PCL-2Ch 5 2
24 P.1-IPDI-5PCL-3Ch IPDI (diisocianato de 5 3
25 P.1-IPDI-10PCL-0Ch isoforona) 10 0
26 P.1-IPDI-10PCL-1Ch 10 1
27 P.1-IPDI-10PCL-2Ch 10 2
28 P.1-IPDI-10PCL-3Ch 10 3
29 P.1-1PDI-15PCL-0Ch 15 0
30 P.1-1IPDI-15PCL-1Ch 15 1
31 P.1-IPDI-15PCL-2Ch 15 2
32 P.1-1PDI-15PCL-3Ch 15 3
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

P.1-HMDI-OPCL-0Ch
P.1-HMDI-OPCL-1Ch
P.1-HMDI-0PCL-2Ch
P.1-HMDI-OPCL-3Ch
P.1-HMDI-5PCL-0Ch
P.1-HMDI-5PCL-1Ch
P.1-HMDI-5PCL-2Ch
P.1-HMDI-5PCL-3Ch
P.1-HMDI-10PCL-0Ch
P.1-HMDI-10PCL-1Ch
P.1-HMDI-10PCL-2Ch
P.1-HMDI-10PCL-3Ch
P.1-HMDI-15PCL-0Ch
P.1-HMDI-15PCL-1Ch
P.1-HMDI-15PCL-2Ch
P.1-HMDI-15PCL-3Ch

HMDI (4,4'-
metilenbis(isocianato
de ciclohexilo))

o1 o1 o1 o1 O O O O

el el vl e e
gO1T Ol U1 ©O O O O

W N P O W NNPEFP OWMNPE O WwWDNDPEL, o

Anexo 1.2. Poliol 2: P.2 (1,32 % mol de pentaeritritol/mol de aceite de higuerilla)

Cédigo PU Nombre PU Diisocianato PCL (% Ch (%
p/p) p/p)
49 P.2-HDI-OPCL-0Ch 0 0
50 P.2-HDI-OPCL-1Ch 0 1
51 P.2-HDI-OPCL-2Ch 0 2
52 P.2-HDI-0PCL-3Ch 0 3
53 P.2-HDI-5PCL-0Ch 5 0
54 P.2-HDI-5PCL-1Ch 5 1
55 P.2-HDI-5PCL-2Ch 5 2
56 P.2-HDI-5PCL-3Ch  HDI (diisocianato de 5 3
57 P.2-HDI-10PCL-0Ch hexametileno) 10 0
58 P.2-HDI-10PCL-1Ch 10 1
59 P.2-HDI-10PCL-2Ch 10 2
60 P.2-HDI-10PCL-3Ch 10 3
61 P.2-HDI-15PCL-0Ch 15 0
62 P.2-HDI-15PCL-1Ch 15 1
63 P.2-HDI-15PCL-2Ch 15 2
64 P.2-HDI-15PCL-3Ch 15 3
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65 P.2-1IPDI-OPCL-0Ch 0 0
66 P.2-IPDI-OPCL-1Ch 0 1
67 P.2-IPDI-OPCL-2Ch 0 2
68 P.2-1IPDI-OPCL-3Ch 0 3
69 P.2-1IPDI-5PCL-0Ch 5 0
70 P.2-IPDI-5PCL-1Ch 5 1
71 P.2-IPDI-5PCL-2Ch 5 2
72 P.2-IPDI-5PCL-3Ch |ppI (diisocianato de 5 3
73 P.2-1PDI-10PCL-0Ch isoforona) 10 0
74 P.2-1IPDI-10PCL-1Ch 10 1
75 P.2-IPDI-10PCL-2Ch 10 2
76 P.2-IPDI-10PCL-3Ch 10 3
77 P.2-1IPDI-15PCL-0Ch 15 0
78 P.2-1IPDI-15PCL-1Ch 15 1
79 P.2-1IPDI-15PCL-2Ch 15 2
80 P.2-1IPDI-15PCL-3Ch 15 3
81 P.2-HMDI-OPCL-0Ch 0 0
82 P.2-HMDI-OPCL-1Ch 0 1
83 P.2-HMDI-OPCL-2Ch 0 2
84 P.2-HMDI-OPCL-3Ch 0 3
85 P.2-HMDI-5PCL-0Ch 5 0
86 P.2-HMDI-5PCL-1Ch 5 1
87 P.2-HMDI-5PCL-2Ch 5 2
88 P.2-HMDI-5PCL-3Ch HMDI (4,4 5 3
metilenbis(isocianato
89 P.2-HMDI-10PCL-0Ch de ciclohexilo)) 10 0
90 P.2-HMDI-10PCL-1Ch 10 1
91 P.2-HMDI-10PCL-2Ch 10 2
92 P.2-HMDI-10PCL-3Ch 10 3
93 P.2-HMDI-15PCL-0Ch 15 0
94 P.2-HMDI-15PCL-1Ch 15 1
95 P.2-HMDI-15PCL-2Ch 15 2
96 P.2-HMDI-15PCL-3Ch 15 3
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Anexo 1.3. Poliol 3: P.3 (2,64 % mol de pentaeritritol/mol de aceite de higuerilla)

Cédigo PU Nombre PU Diisocianato PCL (% Ch (%
p/p) p/p)
97 P.3-HDI-OPCL-0Ch 0 0
98 P.3-HDI-OPCL-1Ch 0 1
99 P.3-HDI-OPCL-2Ch 0 2
100 P.3-HDI-OPCL-3Ch 0 3
101 P.3-HDI-5PCL-0Ch 5 0
102 P.3-HDI-5PCL-1Ch 5 1
103 P.3-HDI-5PCL-2Ch 5 2
104 P.3-HDI-5PCL-3Ch HDI (diisocianato de 5 3
105 P.3-HDI-10PCL-0Ch hexametileno) 10 0
106 P.3-HDI-10PCL-1Ch 10 1
107 P.3-HDI-10PCL-2Ch 10 2
108 P.3-HDI-10PCL-3Ch 10 3
109 P.3-HDI-15PCL-0Ch 15 0
110 P.3-HDI-15PCL-1Ch 15 1
111 P.3-HDI-15PCL-2Ch 15 2
112 P.3-HDI-15PCL-3Ch 15 3
113 P.3-IPDI-OPCL-0Ch 0 0
114 P.3-IPDI-OPCL-1Ch 0 1
115 P.3-IPDI-OPCL-2Ch 0 2
116 P.3-IPDI-OPCL-3Ch 0 3
117 P.3-IPDI-5PCL-0Ch 5 0
118 P.3-IPDI-5PCL-1Ch 5 1
119 P.3-IPDI-5PCL-2Ch 5 2
120 P.3-IPDI-5PCL-3Ch IPDI (diisocianato de 5 3
121 P.3-1PDI-10PCL-0Ch isoforona) 10 0
122 P.3-1PDI-10PCL-1Ch 10 1
123 P.3-IPDI-10PCL-2Ch 10 2
124 P.3-1IPDI-10PCL-3Ch 10 3
125 P.3-1IPDI-15PCL-0Ch 15 0
126 P.3-1IPDI-15PCL-1Ch 15 1
127 P.3-IPDI-15PCL-2Ch 15 2
128 P.3-1IPDI-15PCL-3Ch 15 3
129 P.3-HMDI-OPCL-0Ch 0 0
130 P.3-HMDI-0PCL-1Ch 0 1
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131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

P.3-HMDI-0PCL-2Ch
P.3-HMDI-0PCL-3Ch
P.3-HMDI-5PCL-0Ch
P.3-HMDI-5PCL-1Ch
P.3-HMDI-5PCL-2Ch
P.3-HMDI-5PCL-3Ch
P.3-HMDI-10PCL-0Ch
P.3-HMDI-10PCL-1Ch
P.3-HMDI-10PCL-2Ch
P.3-HMDI-10PCL-3Ch
P.3-HMDI-15PCL-0Ch
P.3-HMDI-15PCL-1Ch
P.3-HMDI-15PCL-2Ch
P.3-HMDI-15PCL-3Ch

HMDI (4,4'-
metilenbis(isocianato
de ciclohexilo))

W N P O WNPFP O WNPEFP O WwWNDN
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ANEXO 2. PROPIEDADES MECANICAS DE LOS PUs

Anexo 2.1. Resultados de esfuerzo méaximo de los PUs sintetizados con HDI
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Notas: (a) materiales sintetizados con el poliol P.1, (b) materiales sintetizados con el poliol P.2, ()
materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de esfuerzo méaximo estan dados como
media+SD (n=3).
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Anexo 2.2. Resultados de esfuerzo maximo de los PUs sintetizados con IPDI

-~
2

a

o

o

Esfuerzo maximo (Mpa)
= =
o n
o o

wn
=1

o
=]

0% Ch 1% Ch 2% Ch
B0%PCL EIS%PCL # 10%PCL [E15%PCL

Tipe de poliuretanc

®

R
=4
o

-
wn
o

Bl
Q

Esfuerzo maximo (Mpa)
=
o
o

1=
o

0% Ch 1% Ch 2% Ch 3% Ch
B0%PCL [E@5%PCL W 10%PCL D15%PCL

Tipo de poliuretanoc

(©

50 1

Esfuerzo maximo (Mpa)
I
o
o

00

0% Ch

1% Ch 2% Ch 3% Ch
B0%PCL EIS%PCL % 10%PCL O15% PCL

Tipo de poliuretano

Notas: (a) materiales sintetizados con el poliol P.1, (b) materiales sintetizados con el poliol P.2, (c)
materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de esfuerzo méaximo estan dados como

mediatSD (n=3).
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Anexo 2.3. Resultados de esfuerzo maximo de los PUs sintetizados con HMDI
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materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de esfuerzo méaximo estan dados como

mediaxSD (n=3).
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Anexo 2.4. Resultados del porcentaje de elongacion de PUs sintetizados con HDI
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materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de porcentaje de elongacién estan dados

como media£SD (n=3).
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Anexo 2.5. Resultados del porcentaje de elongacion de PUs sintetizados con IPDI
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materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de porcentaje de elongacién estan dados

como media£SD (n=3).
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Anexo 2.6. Resultados del porcentaje de elongacion de PUs sintetizados con HMDI
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materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de porcentaje de elongacién estan dados

como media£SD (n=3).
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ANEXO 3. ESPECTRO FTIR DE LOS PUs

Anexo 3.1. Espectros FTIR para PUs sintetizados con el P.1 e IPDI

Transmitancia (%)

3900

3400 2900 2400 1900
Longitud de onda (cm-1)

17 18 19 20 21

25 26 27 28 29

1400 900
22 =23 —24
30 31 —32

Anexo 3.2. Espectros FTIR para PUs sintetizados con el P.2 e IPDI

Transmitancia (%)

400

3900

3400

2900 2400 1900 1400 900
Longitud de onda (cm-1)
65 66 67 68 69 70 7] =—T72
73 74 75 76 77 78 79 80
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Anexo 3.3. Espectros FTIR para PUs sintetizados con el P.3 e IPDI

o)

Transmitancia (%)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Longitud de onda (cm-1)

113 114 115 116 117 118 119 120
121 122 123 124 125 126 127 128
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ANEXO 4. TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA DE PUs SINTETIZADOS CON
IPDI

Material T, (°C)

polimérico P.1 P2 P3
0%PCL+0%Ch -14,8 -128 148
0%PCL+1%Ch -12,5 -113 12,3
0%PCL+2%Ch -136 98 16,6
0%PCL+3%Ch  -133  -10 137
5%PCL+0%Ch -165 -6,7 54
5%PCL+1%Ch -16,1 -10,2 85
5%PCL+2%Ch -139 -37 8,6
5%PCL+3%Ch -148 54 9,2
10%PCL+0%Ch -195 -114 3.4
10%PCL+1%Ch -19.4 -12,7 28
10%PCL+2%Ch -186 -10,2 56
10%PCL+3%Ch -187 -122 7.2
15%PCL+0%Ch -253  -102 47
15%PCL+1%Ch -256 -143 16
15%PCL+2%Ch -229 -154 36
15%PCL+3%Ch -254  -148 28

Notas: P.1 corresponde al poliol sin modificar, P.2 es el poliol modificado con 1,32% mol de
pentaeritritol/mol de aceite de higuerilla, y P.3 corresponde al poliol modificado con 2,64% mol de
pentaeritritol/mol de aceite de higuerilla.
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ANEXO 5. ANGULO DE CONTACTO DE PUs SINTETIZADOS CON IPDI

@) (®)
100 + 100
= =
10j 80 - g B8O -
£ £
5 60 3 60
o o
- -
o 40 7 o 40 -
= 3
4 z
- 20 -1 20
o T T 0 T T
0% Ch 1% Ch 2% Ch 3% Ch 0% Ch 1% Ch 2% Ch 3% Ch
B0%PCL E5%PCL W 10%PCL O15%PCL B0%PCL E5%PCL MI10%PCL O15%PCL
Tipo de poliuretano Tipo de poliuretano

()
100 4
=
o 1
£ 80
8
S 60 -
o
-
o 40
=
5
-2 20 -
0
0% Ch 1% Ch 2% Ch
B0%PCL [E@5%PCL W 10%PCL O115%PCL
Tipo de poliuretano

3% Ch

Notas: (a) materiales sintetizados con el poliol P.1, (b) materiales sintetizados con el poliol P.2, ()
materiales sintetizados con el poliol P.3. Los resultados de angulo de contacto estan dados como

mediazSD (n=10).
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