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RESUMEN

El proyecto busca modificar la superficie de peliculas de poli(acido lactico) (PLA) mediante
injerto de grupos funcionales especificos, como carboxilicos (COOH) y aminas (NH2), utilizando
la técnica de foto-injerto con radiacidn ultravioleta (UV). Se emplean acido acrilico y alilamina
como monomeros para incorporar dichos grupos en la superficie del PLA. El injerto de 4cido
acrilico afiade grupos carboxilicos, aumentando la hidrofilia de la superficie, mientras que la
alilamina introduce grupos amino, que facilitan la interaccion con biomoléculas y células. Estas
modificaciones alteran la energia superficial del PLA, mejorando su compatibilidad biologica y

su capacidad de interaccion con liquidos y biomoléculas.



CAPITULO 1. Introduccién.

En este capitulo presenta el contexto y la relevancia del proyecto, centrado en la mejora
de las propiedades biologicas del poli(acido lactico) (PLA) mediante la introduccion de grupos
funcionales carboxilo (COOH) y amino (NH2) en su superficie a través de injertos
fotoinducidos. Este proceso busca superar las limitaciones del PLA en términos de adhesion y
migracion celular, aspectos fundamentales en aplicaciones biomédicas como la ingenieria de
tejidos y la regeneracion celular. Se incluyen antecedentes que justifican el enfoque, los
objetivos generales y especificos, la importancia del estudio y una descripcion general del

método, que abarca la caracterizacion fisicoquimica y biologica de las superficies modificadas

1.1.  Antecedentes

El foto injerto es un método para la modificacion de la superficie de biomateriales que se
destaca por su limpieza, eficiencia y rentabilidad, ademas el fondo injerto puede mejorar muchas
propiedades de los materiales biomédicos como el humo compatibilidad de su oficialidad la
humectabilidad y la cito compatibilidad coma entre otros mediante el injerto de una variedad de
grupos funcionales en la superficie del material

Anteriormente, el PLA sea ha copolimerizado con el polietilenglicol (PEG) para preparar
polimeros en bloques PLA-b-PEG con diferentes contenidos de PEG, resultando en la
disminucion del 4ngulo de contacto con el agua de 79.0° a 33.5° cuando el contenido de PEG

aumento. [1]



Por otra parte, tratandose del injerto de grupos funcionales a la superficie a las
poliméricas, Janorkat et al. [2] estudiaron la introduccion de grupos amina en la superficie de
una pelicula de PLA a mediante injertos foto inducido, utilizando la cuatro 4,4’-
diaminobenzofenona, para crear arquitecturas ramificadas que contengan grupos amino en las
capas injertadas. Estas arquitecturas fueron creadas mediante reacciones posteriores mediadas
por carbodilmida con acido succinico y trisamina. Se midio la adhesion y la viabilidad de
fibroblastos MC3T3 y se observo que ambos pardmetros mejoraron con el injerto de grupos
amino.

Edlun et al. [3] utilizaron foto injerto para unir covalentemente politica lamida, poli
anhidrido maleico o poli N-vinil pirrolidona a superficies de peliculas de poli (acido lactico). En
cada caso, la pelicula de PLA se puso en la mezcla de mondmero a injertar y benzofenona, en
fase de vapor, con irradiacion a 50 °C. El grado de injerto y la humectabilidad de cada pelicula
aumentaron con el tiempo de irradiacion UV. Los valores del angulo de contacto cambiaron de
80° a 50° para el injerto de poli (anhidrido mal€ico), hasta 3° para el injerto de poliacrilamida y a
25° para el injerto de poli (N-vinil pirrolidona) con 30 minutos de radio irradiacion.

Por otra parte Zhu et al. [4] estudiaron un complejo de gelatina (gel) con acil quitosano
N-maleico (NMCS) mediante interaccion hidrofoba y posteriormente foto injertaron este
complejo (gel/ NMCS) sobre superficie del PLA para mejorar su biocompatibilidad con células
endoteliales. E1 PLA modificado con gel/ NMCS mostr6 un angulo de contacto de 52+1.2°y
mejord la propagacion y aplanamiento de células endoteliales obtenidas de vena umbilical
humana promoviéndose la expresion de la CD31 (molécula de adhesion de células endoteliales
de plaquetas) y el Vwf (factor de Von Willebrand: glucoproteina de la sangre que interviene en

el momento inicial de la hemostasia), de manera mas estructurada que en superficies de PLA y



modificar. Al mismo tiempo coma la retencion celular fue 1.6 veces mayor en la superficie del
PLA-gel/NMCS, comparado con el PLA sin modificar lo que demostré una mejor hemo
compatibilidad.

Como se puede apreciar de la revision previa, aunque la modificacion superficial del PLA
con injerto de diversos grupos funcionales se ha estudiado, los parametros de reaccion del PLA
con injertos COOH/NH2 no han sido ampliamente abordados, por lo que ha encontrado en esto
un nicho de oportunidad interesante.

1.2. Planteamiento del problema

La modificacion superficial de polimeros para mejorar su interaccion con células y tejidos
es crucial en aplicaciones biomédicas, como la ingenieria de tejidos y la regeneracion celular. El
Poli (&cido lactico) (PLA) es un biomaterial ampliamente utilizado en estos campos debido a su
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Sin embargo, una de las limitaciones del PLA es su
capacidad limitada para promover la adhesion y migracion celular, lo que puede restringir su

eficacia en aplicaciones de andamios para la regeneracion de tejidos.

La adhesion celular y la migracion son procesos fundamentales en la regeneracion de
tejidos y en la integracion de implantes biomédicos. Los grupos funcionales en la superficie del
material pueden influir significativamente en estas propiedades. Entre los grupos funcionales que
se estudian para mejorar la adhesion celular se encuentran los grupos carboxilo (COOH) y amino
(NH2). Estos grupos pueden ser introducidos en el PLA mediante técnicas de injerto quimico,
que permiten modificar las propiedades superficiales del material para mejorar su compatibilidad

biologica.



1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Evaluar como afectan los distintos grupos funcionales (COOH/NH2) en las propiedades
superficiales y de adhesion celular de peliculas de PLA con una posible aplicacion en andamios
que favorezca la migracion celular y regeneracion de tejidos.
1.3.2. Objetivos especificos
L. Realizar la foto injerto de 4cido acrilico (AA) y alilamina sobre peliculas de PLA en
distintas proporciones (1:3, 1:1, 3:1) utilizando benzofenona como iniciador.
IIL. Cuantificar la densidad de grupos COOH y NH2 injertados en los sustratos mediante
ensayos de azul de toluidina O y ninhidrina, respectivamente.
III. Caracterizar las propiedades superficiales de los sustratos mediante FTIR-ATR, SEM,
AFM, XPS, angulo de contacto.
IV.  Comparar la adhesion de osteoblastos y fibroblastos sobre los sustratos.
V. Correlacionar la densidad de grupos funcionales y las propiedades superficiales de los
sustratos con la adhesion celular.
1.4.  Justificacion
En el presente trabajo se pretende realizar el injerto de acido acrilico (AA) sobre la
superficie de peliculas de PLA utilizando un proceso de fotopolimerizacion inducida por luz
ultravioleta (UV), variando los tiempos de reaccion para optimizar el proceso.
Una vez realizado el injerto, se procedera a caracterizar las peliculas resultantes tanto desde
un punto de vista fisicoquimico como bioldgico. La investigacion busca entender como el control

de las propiedades superficiales puede influir en la interaccién del material con su entorno



biologico, lo que podria tener aplicaciones relevantes en campos como la medicina y la
ingenieria de tejidos.
1.5. Método

La realizacion de este proyecto se ha divido en varias etapas, las cuales se mencionan a
continuacion:
Investigacion preliminar

Se revisaran estudios previos y literatura relevante sobre la modificacion superficial de
polimeros, técnicas de foto-injerto, y sus aplicaciones en ingenieria de tejidos. Esto permitira
establecer un marco tedrico solido y identificar lagunas en el conocimiento que el proyecto
podria abordar. De igual manera se evaluaran diferentes métodos de modificacion superficial y
técnicas de caracterizacion para seleccionar las més adecuadas para el proyecto y finalmente se
desarrollard un plan detallado para los experimentos, incluyendo la preparacion de materiales, la
configuracion de las condiciones experimentales y la estrategia de andlisis de datos.
Obtencion y preparacion del material

Debido a que el proyecto se realizard en un Centro de Investigacion, es necesario pedir
los reactivos y materiales necesarios para la realizacion del proyecto, posteriormente se
elaborarén las peliculas de PLA para poder realizar el foto injerto por benzofenona y por acido
acrilico.
Caracterizacion fisico-quimica

Se aplicaran técnicas avanzadas para caracterizar las modificaciones en superficies
poliméricas. Se emplearé espectroscopia ATR-FTIR para monitorear reacciones de injerto a
través de mediciones de estiramientos C=0. La goniometria de angulo de contacto permitira

evaluar la hidrofobicidad mediante el método de gota sésil, promediando diez mediciones para



obtener resultados confiables. También se obtendran imagenes topograficas con microscopia de
fuerza atomica, y la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Ademas, se determinara la
concentracion de grupos carboxilicos mediante un método colorimétrico con azul de toluidina-O,
ajustando el pH para favorecer la formacion de complejos i6nicos con los grupos COOH
injertados en las superficies tratadas. Por ultimo, se evaluara la interaccion biologica de
fibroblastos y osteoblastos con las superficies, modificadas o no.
1.6. Esquema general

El capitulo 1, introduccidn, se presenta el contexto y la relevancia del proyecto, centrado
en la mejora de las propiedades bioldgicas del poli(acido lactico) (PLA) mediante la introduccion
de grupos funcionales carboxilo (COOH) y amino (NH2) en su superficie a través de injertos
fotoinducidos. Este proceso busca superar las limitaciones del PLA en términos de adhesion y
migracion celular, aspectos fundamentales en aplicaciones biomédicas como la ingenieria de
tejidos y la regeneracion celular. Se incluyen antecedentes que justifican el enfoque, los
objetivos generales y especificos, la importancia del estudio y una descripcion general del
método, que abarca la caracterizacion fisicoquimica y biologica de las superficies modificadas.

En el capitulo 2, marco teorico, se enfoca en proporcionar el trasfondo cientifico y
técnico del proyecto. Se abordan los conceptos clave y las tecnologias utilizadas, como los
materiales poliméricos para aplicaciones biomédicas, destacando las ventajas del poli (dcido
lactico) (PLA) en este campo. Se describen las propiedades, aplicaciones y mecanismos de
degradacion del PLA, junto con su relevancia como material base en ingenieria de tejidos.

En el capitulo 3, desarrollo, se describe la metodologia utilizada para preparar y
modificar peliculas de poli(acido lactico) (PLA) mediante injerto superficial. Incluye los

procedimientos para obtener las peliculas, realizar la funcionalizacion quimica con benzofenona



y acido acrilico utilizando irradiacion UV, y los pasos para su caracterizacion fisicoquimica
(espectroscopia, microscopia, calorimetria y analisis quimico). Ademas, aborda la evaluacion

biologica de las peliculas para determinar su interaccion con células.



CAPITULO 2. Marco Teérico

En este capitulo se enfoca en proporcionar el trasfondo cientifico y técnico del proyecto.
Se abordan los conceptos clave y las tecnologias utilizadas, como los materiales poliméricos para
aplicaciones biomédicas, destacando las ventajas del poli (acido lactico) (PLA) en este campo.
Se describen las propiedades, aplicaciones y mecanismos de degradacion del PLA, junto con su
relevancia como material base en ingenieria de tejidos. Asimismo, se explican las técnicas de
caracterizacion fisicoquimicas empleadas para analizar las modificaciones estructurales y
superficiales del material.

Materiales poliméricos para aplicaciones biomédicas

Un biomaterial puede definirse como cualquier material empleado para fabricar
dispositivos que sustituyan una parte o una funcion del cuerpo de una manera segura, confiable y
fisiologicamente aceptable. Hay cuatro tipos de biomateriales: metales, ceramicos, polimeros y
compuestos. Los metales son empleados para el reemplazo de articulaciones, implantes de raices
dentales. Los ceramicos, normalmente usados en el &mbito dental y ortopédico. Los polimeros,
empleados en proétesis, reemplazo de tejidos y, por tltimo, los materiales compuestos, usados
para fabricar resina dental y cemento 6seo. [14]

Los materiales poliméricos actualmente representan una alternativa para la fabricacion de
dispositivos médicos y tratamientos de diversas enfermedades 0seos. Tienen una amplia gama de
aplicaciones biomédicas, incluidas las que el polimero permanece en contacto con los tejidos y
las células durante periodos largos de tiempo. La principal ventaja de los polimeros en el campo
de la medicina es su estructura organica, basada en carbono, de similitud con los sistemas

bioldgicos mayor que los compuestos inorganicos. [14]
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Esta particularidad es de gran interés al buscar una interaccion especifica del polimero
con el cuerpo. Sin embargo, puede también conllevar una serie de problemas asociados a la
presencia de restos de monomeros, procesos degradativos indeseados o aditivos con respuesta
bioquimica. Los diferentes polimeros de mayor utilizacion en la industria son las poliolefinas,
poliamidas, poliésteres, acrilicos, polimeros fluorados, vinilicos, poliuretanos y siliconas.
[14,15]

PLA

El poli (4cido lactico) es un termoplastico perteneciente a la familia de los poliésteres
alifaticos, se caracteriza por ser biodegradable y es producto de fuentes renovables. Ademas, el
PLA es considerado un material versatil debido a que pueden obtenerse una gran variedad de
productos con diferentes propiedades especificas para el campo de la medicina o empaque de
alimentos.

El PLA a se obtiene a partir de acido lactico, el cual puede encontrarse como una mezcla
de isdmeros D(-) y D(+) y tiene propiedades fisicas similares al Polipropileno (PP) y poliestireno
(PS) coma lo que lo hace ttil para diversas aplicaciones que incluyen la fabricacion de fibras
peliculas y materiales de empaques para alimentos, con el atractivo de hacerlo en equipos
utilizados para la transformacion de otros termoplasticos. [4]

El PLA puede degradarse fdcilmente mediante hidrélisis enzimatica o hidrolisis alcalina
en composta, cuando es implantando en organismos vivos, incluyendo el cuerpo humano, éste se
hidroliza hasta alfa-hidroxi4cidos 4cido, el cual es eliminado entonces por mecanismos
metabolicos. La velocidad degradacion depende del tamafio y forma del articulo, temperatura del
medio y cristalinidad del material, pudiendo alcanzar meses o afios para el PLA cristalino

mientras que el PL a amorfo se puede degradar en semanas. [5,6]
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El PLA es un biopolimero sintético con variadas aplicaciones debido a su
biodegradabilidad, compatibilidad, propiedades termo-mecanicas y su facilidad de
procesamiento. Entre sus aplicaciones en el campo y biomédico se encuentran: las suturas
bioabsorbibles, sustitutos de materiales dseos, almohadillas desechables y sistemas de liberacion
de farmacos. [6]

Técnicas de modificacion superficial

La modificacion superficial de materiales es una estrategia empleada frecuentemente para
la adaptacion de un material para una aplicacion especifica. Este proceso también se denomina
funcionalizacién superficial y puede llevarse a cabo mediante una gran diversidad de métodos
como procesos térmicos, fotoquimicos, mecanicos, tecnologias de plasma, etcétera. En
consecuencia, la eleccion del método de funcionalizacion esta condicionada por naturaleza en el
material de partida, limitando la aplicacion de ciertos tipos de técnicas. El proceso de
funcionalizacion superficial de polimeros se lleva a cabo mediante la transformacion de las
especies quimicas presentes en la superficie por reacciones de oxidacion/reduccion. [7]
Adhesion celular

La adhesion celular es esencial en la comunicacion y regulacion celular, y es de
importancia fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos. Las interacciones
mecanicas entre una célula y su matriz extracelular (MEC) pueden influir y controlar el
comportamiento y la funcion celular. La funcion esencial de la adhesion celular ha creado un
enorme interés en el desarrollo de métodos para medir y estudiar las propiedades de adhesion
celular. El estudio de la adhesion celular podria clasificarse en eventos de adhesion celular, unién

y desapego. [8]
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Caracterizacion fisico-quimica
1. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, en modo reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier proporciona informacién
referente a los grupos funcionales de las moléculas constitutivas del material analizado,
permitiendo su identificacion.

El espectrometro de infrarrojo tiene un rango para longitudes de onda que van de 4000 -
600 cm-1. La técnica de muestreo es por medio de un cristal ATR (Reflectancia total atenuada),
que permite realizar determinaciones con poca o nula preparacion de muestras en estado sélido,
semisolido y liquido. [9, 10]

2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica analitica utilizada para medir la
cantidad de calor liberado o absorbido por una muestra durante el calentamiento o enfriamiento
en un rango de temperatura. Ademas de utilizarse para caracterizar las propiedades térmicas de
un material, un calorimetro diferencial de barrido se utiliza para determinar la temperatura a la
que se producen transiciones de fase concretas, incluida la temperatura de transicion vitrea, los
eventos de fusion y cristalizacion. [11]

3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica se fundamenta en la emision de un barrido de haz de
electrones sobre la muestra, los cuales interaccionan con la misma produciendo diferentes tipos
de sefiales que son recogidas por detectores. Finalmente, la informacion obtenida en los

detectores es transformada para dar lugar a una imagen de alta definicion, con una resolucion de
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0,4 a 20 nanometros. Como conclusion, se obtiene una imagen de alta resolucion de la topografia
de la superficie de la muestra. [12]
4. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atdémica (AFM) es una técnica de investigacion que utiliza un
microscopio mecano-Optico para analizar y visualizar la topografia de una muestra con una
sonda de punta afilada. La AFM es ampliamente utilizada en la caracterizacion de materiales a
nivel nanométrico y ha sido fundamental en el desarrollo de la nanotecnologia. Permite obtener
imagenes de alta resolucion y analizar las propiedades superficiales de diversos materiales, desde
organicos hasta inorganicos. Es una herramienta valiosa en la investigacion cientifica para

comprender las propiedades de los materiales a escala atobmica y molecular. [13]
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CAPITULO 3. Desarrollo

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para preparar y modificar peliculas
de poli (acido lactico) (PLA) mediante injerto superficial. Incluye los procedimientos para
obtener las peliculas, realizar la funcionalizacién quimica con benzofenona y 4cido acrilico
utilizando irradiacion UV, y los pasos para su caracterizacion fisicoquimica (espectroscopia,
microscopia, calorimetria y andlisis quimico).

La metodologia del proyecto para utilizar sera la siguiente:

Preparacion del material

Para el proyecto se planea utilizar poli (4cido lactico) PLA en forma de pellets, para la
obtencion de las peliculas. Para las reacciones de la foto injerto se utilizard benzofenona al 99%
como activador y acido acrilico al 99% como mondmero. Los disolventes para utilizar sera
etanol grado reactivo con una pureza de 99.5%. y diclorometano al 99.8%. Para la obtencion de
las peliculas de PLA se utilizaran cajas de Petri, y se disolverd 0.5g de PLA en 10ml de
diclorometano durante 2 horas, cuidando que el ambiente sea cerrado ya que el diclorometano es
volatil. Una vez pasado el tiempo, se verteran en la caja Petri.

Procedimiento experimental
Preparacion de las peliculas de PLA

La elaboracion de las peliculas de PLA serd mediante la técnica de fundicion en un plato

de Petri de vidrio. Se disolveran aproximadamente 0.5 g de pellets de PLA en 10ml de

diclorometano, y la solucion se vertera en el plato de Petri limpio.
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Injerto fotoinducido de benzofenona en las peliculas de PLA

La modificacion superficial de la pelicula de PLA serda mediante la polimerizacioén
inducida por fotones de benzofenona. Se tomara una muestra de pelicula de PLA
(aproximadamente 1 cm x 1 cm) y se recubrira por inmersion en una solucion al 5% p/p de
benzofenona en etanol. La muestra se dejara reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos
para asegurar la evaporacion del etanol. Después se irradiara con led ultravioleta a una longitud
de onda de aproximadamente 400-500 nm. Tras la irradiacion, se sometera a un tratamiento de
sonicacion en etanol durante 5 minutos para eliminar cualquier benzofenona no reaccionada, y
luego se secard a temperatura ambiente. Se preparara una pelicula de control siguiendo el mismo
procedimiento, pero sin afiadir benzofenona.
Polimerizacion por foto inducida de acido acrilico en la pelicula de PLA

Se planificara la exposicion de la pelicula de PLA con benzofenona al proceso de injerto
mediante fotopolimerizacion. La pelicula de PLA con benzofenona se colocara en un tubo de
ensayo de Pyrex que contenga una solucion al 10% v/v de 4cido acrilico (o acrilamida) en etanol.
Tras la irradiacion, el sustrato se sometera a sonicacion en etanol durante 5 minutos para eliminar
cualquier acido acrilico (o acrilamida) no reaccionado y luego se secard a temperatura ambiente
durante 24 horas. Se preparara una pelicula de control siguiendo el mismo procedimiento, pero
sin 4cido acrilico (o acrilamida).

Las muestras se mantendran en estas condiciones durante 24 horas, bajo agitacion
constante y a temperatura ambiente. Una vez hecho el injerto y la polimerizacion, se procedera a

hacer varias técnicas de analiticas las cuales se mencionan a continuacion:
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Caracterizacion fisico-quimica
Espectroscopia ATR-FTIR

Se utilizara la espectroscopia ATR-FTIR para monitorear las reacciones de injerto en la
superficie de la pelicula. ATR empleara un campo evanescente que penetrara en la pelicula a una
profundidad aproximada de 0.4 um, dependiendo de la longitud de onda, el &ngulo de incidencia
y los indices de refraccion de la muestra y del cristal. Se empleara un espectrometro Nicolet
Avatar 360 con un accesorio ATR horizontal multibounce para realizar los experimentos. Se
caracterizaran picos en 1720 cm™! (estiramientos C=O en el acido carboxilico de PAA), 1661
cm' (estiramientos C=0O en la amida de PAAm) y 1756 cm™* (estiramientos C=0O en PLA). Los
resultados se informaran como la relacion de areas de picos (PAR), como el area del pico en
1720 cm™ dividida por el area del pico en 1756 cm™. Se utilizara software grafico (ORIGIN)
para deconvolucionar los picos y se reportaran los valores de PAR promedios con intervalos de
confianza del 95%
Goniometria de angulo de contacto

Las mediciones del angulo de contacto se realizaran con un aparato Kruss G10 estatico.
Los angulos de contacto con agua se calcularan usando el método de gota sesil y los valores
reportados seran el promedio de 10 lecturas con intervalos de confianza del 95%.
Microscopia de fuerza atomica

Las imagenes de microscopia de fuerza atomica se obtendran utilizando un Nanoscope
[a.
Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El estudio se llevara a cabo en un DSC-7 de la marca Perkin Elmer, en un intervalo de

temperatura de 50 a 200°C.
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Meétodo colorimétrico de azul de o-toludina (TBO) para la determinacion de la concentracion
de grupos carboxilos

Se evaluard la concentracion de los grupos carboxilicos presentes en las peliculas
previamente tratadas. Para ello, se afiadiran 8 mililitros de una solucion acuosa de azul de
toluidina-O (TBO) a cada muestra. El pH de la solucion se ajustara a 10 mediante soluciones de
NaOH con concentraciones de 0.01 M y 2 M. Este ajuste de pH es esencial para facilitar la
formacion de complejos i6nicos entre el TBO y los grupos COOH en las cadenas de polimero
injertadas en la superficie de las peliculas.
Caracterizacion biologica

La interaccion entre los fibroblastos y osteoblastos y los sustratos, con y sin

modificacion, se realizard mediante un ensayo de hemolisis de acuerdo con la norma ISO 10993-

4.
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