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RESUMEN

Las interacciones bioldgicas entre cuatro polimeros epoxidicos formulados usando el monémero
del éter diglicidilico del bisfenol A (DGEBA) con cuatro poliaminas alifaticas como comonomeros;
dietilentriamina (DETA), trietilentetramina (TETA), 1-(2-aminoetil)piperazina (AEP) e isoforondiamina
(IPD) y la sangre fueron estudiadas utilizando cuatro ensayos biologicos “in vitro”. El objetivo fue
evaluar los dafios celulares no especificos (citotoxicidad) y la hemocompatibilidad de la superficie de
estos materiales. Los resultados de adsorcion de proteinas, adhesion de plaquetas, formacién de trombos y
citotoxicidad son presentados y discutidos en detalles. Los ensayos de adsorcién de proteinas indicaron
que la superficie de los cuatro polimeros adsorben més albimina que fibrindgeno. Los ensayos de
adhesion de plagquetas y formacion de trombos mostraron que los polimeros formulados con los
comondémeros AEP e IPD, que corresponden a poliaminas cicloalifaticas, cumplen mejor con los criterios
de hemocompatibilidad y de citotoxicidad exigidos de un biomaterial para implante. Los cuatro polimeros
no revelaron toxicidad con las células de ovario de hamster chinés, mostrando una satisfactoria
citotoxicidad. De esta manera, consideramos que los polimeros estudiados son materiales biocompatibles.

Palabras claves: polimeros epoxidicos; adsorcion proteica; adhesion de plaquetas; citotoxicidad;
biocompatibilidad.

ABSTRACT

The biological interactions between four polymers using epoxy monomer diglycidyl ether of
bisphenol A (DGEBA) with four aliphatic polyamines as co-monomers, diethylenetriamine (DETA),
triethylenetetramine (TETA), 1-(2-aminoethyl)piperazine (AEP) and isophoronediamine (IPD) and blood
were studied using four biological assays "in vitro". The objective was to evaluate non-specific cell
damage (cytotoxicity) and the hemocompatibility of the surface of these polymers. The results of protein
adsorption, platelet adhesion, thrombus formation and cytotoxicity are presented and discussed in details.
Studies of proteins adsorption onto polymeric surfaces showed that four epoxy materials adsorbed more
albumin than fibrinogen. Studied about platelet adhesion and thrombus formation showed that polymers
formulated with co-monomers AEP and IPD, corresponding to cycloaliphatic polyamines, best met the
criteria required of hemocompatibility and cytotoxicity of a biomaterial for implantation. The four
polymers showed no signs of cytotoxicity to Chinese hamster ovary cells, showing a satisfactory
cytocompatibility. This way, we consider that the studied polymers are biocompatible materials.

Keywords: epoxy polymers, protein adsorption, platelet adhesion, cytotoxicity, biocompatibility.

1. INTRODUCCION
A poco méas de medio siglo el ser humano viene utilizado, de modo sistematico polimeros
sinteticos para la fabricacion de biomateriales. La utilizacion de estos materiales esta dirigida a la
sustitucion de un tejido o de un oOrgano biologico con la finalidad de aumentar la vida. Los
polimeros sintéticos como materiales de la era contemporanea, afectaron profundamente no sélo a
las &reas de ingenierias, pues también tuvieron su efecto en la medicina, la biotecnologia y en el
area farmacéutica. En este sentido, la sintesis de nuevos materiales poliméricos que manifiestan
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interacciones favorables con el organismo bioldgico ha hecho posible la sustitucién de dérganos
dafiados irreversiblemente promoviendo, de esta manera, la calidad de vida del paciente. Hoy los
poliméricos representan uno de los mas importantes tipos de materiales utilizados para
biomateriales, los que son utilizados para diferentes aplicaciones médicas [1].

En particular los polimeros epoxidicos constituyen uno de los més importantes tipos de
polimeros termoestables utilizados para multiples aplicaciones de ingenieria. Esto es consecuencia
de su elevada resistencia y rigidez, buen comportamiento dieléctrico, resistencia a productos
quimicos, a la corrosion y a organismos microbiologicos. Ademas presentan baja contraccion
durante el proceso de curado, manifiestan buenas caracteristicas térmicas, asi como exhiben
excelente adhesion.

Los polimeros epoxidicos presentan amplia diversidad de propiedades en virtud de la
existencia de multiples monémeros epoxidicos y comonomeros los que presentan diferentes grupos
funcionales tales como; &cido, anhidrido, amidoamina, amina, tiol etc. Cada sistema particular
requiere de un adecuado programa de curado. El programa de curado transforma la mezcla de
monomeros en su estado inicial liquido, en un material sélido altamente reticulado con estructura
tridimensional e/o de rede. Esta rede esta constituida por los segmentos de los mondémeros que
fueron utilizados para preparar el polimero. Estos materiales presentan grandes potencialidades para
ser utilizados en algunas aplicaciones médicas si manifiestan buenas propiedades bioldgicas y
propiedades mecanicas adecuadas.

En relacion a las reacciones bioldgicas de los mondmeros usados en las formulaciones
epoxidicas esta bien establecido en la literatura que presentan reaciones citotoxicas, genotoxicas,
carcinogenicas e mutagenicas. Esto esta soportado por multiples estudios usando diferentes ensayos
biol6gicos [2-6]. Por otro lado, estudios anteriores encuentran que algunos mondmeros epoxidicos
presentan interacciones bioldgicas favorables. Por ejemplo, un estudio que utiliza ensayos
biolégicos “in vitro” con células humanas diferenciadas demuestra que un compuesto
poliepoxidico producido por una compafiia francesa (EIf Aquitaine) presenta moderada
citocompatibilidad [7]. En otro estudio se encuentra que dos éeteres epoxidicos (Decanol EX-313 y
EX-810, compuestos di y triepoxidico de la glicerina, y compuesto diepoxidico del etilenglicol,
respectivamente) son biocompatibles lo que fue demostrado por ensayos bioldgicos “in vitro” € “in
vivo” [8]. Por otro lado, algunos compuestos diepoxidicos curados los que son utilizados para la
modificacion de biomateriales exhiben baja citotoxicidad, lo que estd apoyado por ensayos
biolégicos “in vitro” y confirmado por ensayos bioldgicos “in vivo ™ [9].

Polimeros formulados con el oligbmero del éter diglicidilico do bisfenol A (DGEBA) han
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sido utilizados para preparar materiales compuestos reforzados para aplicaciones en odontologia y
en ortopedia [10-12]. También polimeros epoxidicos han sido utilizados para la fabricacion de
valvulas cardiovasculares ventriculares [13], y para prevenir la calcinacion de valvulas
cardiovasculares bioprotéticas [14]. Sin embargo, en la literatura no existen estudios relacionados
con polimeros epoxidicos formulados con el éter diglicidilico del bisfenol A usando comondmeros
del tipo poliaminas alifaticas y su interaccion con la sangre.

Esta bien establecido en la literatura que el desempefio de una proétesis polimérica es
perjudicada por la coagulacion sanguinea, provocada por el contacto de la sangre con la superficie
del material implantado. En este caso, el control de la coagulacién sanguinea y de las inflamaciones
inducidas por la superficie del polimero puede ser controlado en la interface polimero/tejido
bioldgico [15,16].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la citotoxicicidad y la hemocompatibilidad de cuatro
polimeros epoxidicos usando el mondémero del tipo éter diglicidilico del bisfenol A con cuatro
comondmeros del tipo poliaminas alifaticas de manera independiente: dietilentriamina,
trietilentetramina, 1-(2-aminoetil)piperazina e isoforondiamina. Para esto fueron realizados ensayos
bioldgicos “in vitro” usando culturas de células de mamiferos (ovario de hamster chinés — CHO), y
tres bioensayos “in vitro” de hemocompatibilidad, respectivamente.

El trabajo esta dirigido a la posible utilizacion de estos materiales para algunas aplicaciones
médicas como por ejemplo; para el revestimiento de “stents” coronarios de acero inoxidable, los
que son utilizados en la intervencién coronaria percutanea en el area cardiovascular, y para el
revestimiento e/o encapsulado de nano-particulas ferromagnéticas para o tratamiento terapéutico de

magneto-hipertermia utilizado para el tratamiento del cancer.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Los polimeros epoxidicos fueron preparados usando el prepolimero del éter diglicidilico del
bisfenol A (DGEBA), con cuatro comonomeros del tipo poliaminas alifaticas. Los comondmeros
utilizados fueron, dietilentriamina (DETA), trietilentetramina (TETA), 1-(2-aminoetil) piperazina
(AEP) e isoforondiamina (IPD). La Figura 1 muestra la estructura quimica, procedencia y algunas
propiedades de los mondmeros utilizados. ElI mondmero epoxidico fue deshidratado
cuidadosamente por tratamiento a vacio a 80 °C antes de su utilizacion. Los comonomeros fueron

utilizados como recibidos.
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Figura 1. Estructura quimica y propiedades de los mondmeros utilizados.

2.1. Preparacion de los polimeros. Todas las formulaciones fueron preparadas utilizando
cantidades estequiométricas (razon equivalentes de grupos epoxi/equivalentes de hidrégenos amina,
ela = 1) [17,18]. La formulaciéon recién preparada fue agitada mecanicamente a temperatura
ambiente durante 2 minutos para asegurar la homogenizacion de los mondémeros. La mezcla
resultante fue tratada a vacio durante 10 min, e introducida en moldes de silicona con dimensiones
de (70x14x4) mm, y en moldes cilindricos de polipropileno con dimensiones de (40 x 12) mm. El
programa de curado fue en dos etapas. La primera etapa, 24 horas a temperatura ambiente (25 °C), y
la segunda, en condiciones isotérmicas que permiten alcanzar la conversion maxima, lo que fue
publicado en trabajos anteriores [19,20]. Posteriormente las piezas; cilindros y placas, fueron
retiradas de los moldes, maquinadas a seco para garantizar superficies con caras paralelas, con
dimensiones de (10x3) mm, y de (12x12x3) mm, respectivamente. Para los ensayos bioldgicos la
superficie de una de las caras de las placas, y dos caras de los cilindros, (12x12) mm, y 10 mm
(diametro), respectivamente fueron pulidas cuidadosamente, lavadas con solucion fisioldgica salina

(0,1 M, NaCl) y esterilizadas por radiacion de rayos gama en una dosis de 25 kGy.
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2.2. Ensayos bioldgicos. Ensayos “in vitro” de compatibilidad entre los polimeros totalmente
curados y la sangre fueron realizados usando cuatro bioensayos: adsorcion proteica, adhesion de
plaquetas, formacioén de trombos y citotoxicidad. Estos ensayos son sensibles, reproducibles y
cuantitativos, los que pueden ser utilizados para verificar la compatibilidad con la sangre y la
citotoxicidad de los materiales preparados. Este tipo de ensayos presentan como ventaja que es
obtenida informacion del comportamiento bioldgico en relativamente corto periodo de tiempo, sin
el sacrificio de animales de experimentacion. Los ensayos bioldgicos realizados en este trabajo
fueron realizados por triplicado para cada material.

Los ensayos de adsorcion proteica, adhesion de plaquetas y formacion de trombos fueron
realizados de acuerdo con la metodologia publicada en un trabajo anterior [21]. El ensayo de
citotoxicidad fue realizado de acuerdo con la norma ISO 10993 [22].

2.2.1. Adsorcion proteica. En este trabajo fueron seleccionadas dos proteinas séricas,
albdmina humana (HSA) y fibrinbgeno humano (HFb). La albumina humana resulta una proteina
predominante en la sangre, excediendo en abundancia con el resto de las proteinas del plasma [23].
Soluciones de 10 zg-mL™ de HSA (Aldrich 99% de pureza) y 1 mg-mL™ de HFb (Aldrich 99% de
pureza) fueron preparadas separadamente en solucién acuosa a pH 7,2 y fuerza i6nica de 0,01 M
(PBS). Las muestras de polimeros tratadas fueron colocadas en tubos de Teflon® con un volumen
de la solucion (PBS) de 6 mL durante dos horas, a 37 °C. La cuantidad de proteina adsorbida fue
determinada por espectroscopia UV/VIS usando un espectrofotémetro (Cary 50, Varian) por la
diferencia entre la concentracién de HSA y HFb antes y después del contacto con la superficie de
los polimeros (cilindros con dos caras pulidas). La concentracion proteica fue evaluada de acuerdo
con el método de Bradford [24].

2.2.2. Adhesion de plaquetas. En la superficie tratada de los polimeros fueron depositados 2
mL de sangre fresca. Después de un tiempo de contacto de 180 s, la superficie fue lavada
cuidadosamente con solucion salina (0,1 M, NacCl), hasta remover todo el componente sanguineo
que no fue adherido en la superficie del polimero. El valor medio de la concentracion de plaquetas
adheridas fue obtenido a partir de cinco micrografias (Microscopia electronica de barrido, SEM,
Phillips XL 30) considerando una superficie de 1 cm? para cada material. Para este ensayo fueron
utilizadas placas de (12x12x3) mm. En este ensayo fueron utilizados como control positivo y
negativo, el vidrio y la silicona grado meédico, respectivamente.

2.2.3. Formacién de trombos. La sangre humana fresca fue adicionada a una parte de acido-
citrato-dextrosa (ACD) para nueve partes de sangre. El resultante ACD - sangre fue colocado en

una lamina de vidrio y en la superficie del material polimérico tratado (placas). La coagulacion fue
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iniciada por adicion de solucion acuosa de cloruro de calcio (CaCl,), y el trombo formado fue
monitoreado durante 40 min. Las masas relativas de formacion de trombos en las diferentes
muestras fueron determinadas considerando como referencia el 100% de trombos formados en la
lamina de vidrio.

2.2.4. Medidas de citotoxicidad. La citotoxicidad de las muestras fue evaluada usando
celulas de ovario de hamster chinés (CHO), ATCC CHO k1 (Tipo American Culture Collection,
ATCC), de acuerdo con la norma ISO 10993-5 [22]. Un monocultivo de CHO fue preparado, y
debidamente tratado, y a partir de este una suspension celular fue obtenida. La suspension celular
fresca es colocada en contacto con la superficie de las muestras tratadas (cilindros) en placas de
Petri (15x60 mm?) usando diferentes concentraciones de suspensién y control positivo y negativo
de solucién 0,02 %vol de fenol y polietileno de ultra-alta masa molecular (UHMWPE),
respectivamente. El potencial de toxicidad fue expresado por un indice de citotoxicidad, IC50 (%),
que representa la concentracion que elimina la formaciéon de colonias de células por 50% en

comparacion con el control positivo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Adsorcion proteica. La importancia atribuida a la interaccion entre las proteinas y las
superficies de los materiales es generalmente considerada como un paso fundamental para el
comportamiento exitoso de cualquier biomaterial. Después del contacto con fluidos fisioldgicos, la
adsorcion de albumina (HSA) tiene una profunda influencia sobre los acontecimientos subsecuentes
de cascada de coagulacién de la sangre y una reduccion de la adhesion de plaquetas ha sido
publicado para polimeros que absorben cuantidades relativamente altas de HSA [25].

La adsorcion superficial de albimina humana (HSA) y fibrinbgeno (HFB) en los materiales
preparados fueron estudiadas con el objetivo de obtener informaciones de la extension de la
interaccion de estas proteinas con la superficie de los polimeros en el fluido fisioldgico.

En relacion a la adsorcion proteica de los materiales epoxidicos fue verificada una mayor
adsorcion de albumina (HSA), cuando comparada a la adsorcion de fibrindgeno (HFb) (véase la
Figura 2).

A pesar de la extensa literatura en el area, las bases biologicas de las interacciones
biomaterial-sangre ain no estan bien establecidas, pues los eventos adversos que son iniciados
cuando el material esta expuesto al fluido sanguineo son numerosos y complejos [26,27]. Lo mas
aceptado, es que cuando un material sintético es expuesto al fluido sanguineo, el primer evento que

ocurre es la adsorcion de proteinas en la superficie, seguido por la agregacion de plaquetas y la
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activacion.

En este sentido, la adsorcion de fibrindgeno es conocida por acelerar la adhesion de
plaquetas y la activacion. Sin embargo, la adsorcion de albumina en las superficies de materiales
pueden inhibir la activacion de las plaquetas, y por tanto, no promueven la formacion de coagulos.
De esta forma, una mayor adsorcion de albumina (HSA) en relacién a la adsorcion de fibrindgeno
(HFb) en la superficie de los polimeros estudiados puede ser un indicativo de baja adhesion de
plaquetas y activacion. Este resultado sugiere que la superficie de los polimeros presentan un

comportamiento no trombogénico.
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Figura 2. Adsorcién de proteinas sobre la superficie de los materiales.
Albumina (HSA) y fibrinégeno (HFb).

3.2. Activacion y adhesion de plaquetas. Las micrografias electronicas (SEM) de las
superficies de los polimeros después del contacto con la sangre son mostradas en la Figura 3. En la
Figura, se observa que la superficie del polimero que utiliza el comonémero TETA presenta una
actividad trombogénica mas significativa (Figura 3a), cuando comparada a la superficie de los otros
tres polimeros (Figuras 3b, 3c e 3d). Ademas para la superficie del polimero que utiliza TETA en
interaccion con la sangre mostré una acentuada activacion y adhesion de plaquetas, formando
pequefias areas de agregados de plaquetas y fibrina. La activacion y adhesion de plaquetas no fue
observada en las superficies de los otros tres polimeros, pues la superficie de estos polimeros quedo
sin plaquetas y sin la formacién de trombos.

La mayor activacion y adhesion de plaquetas para o polimero con TETA puede ser explicada
debido a la polimerizacion de la fibrina por la adsorcion de fibrindgeno en la superficie de este
polimero. Este resultado muestra que la afinidad por la albimina (HSA) en la superficie de este

polimero no fue suficiente para inhibir la adhesion de plaquetas. Esta activacion y adhesiéon de
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plaquetas estan relacionadas a la primera etapa del proceso de formacion de trombos. Por tanto, esto
es un indicativo de que este polimero no puede ser utilizado para aplicaciones cardiovasculares sin

la realizacion de alguna modificacion superficial debido a la alta activacion y formacion de

plaquetas en la superficie de este material.

3(a)

10m 10gm

3(c) 3(d)

Figura 3. Micrografias electronicas (SEM) de la superficie de los polimeros DGEBA-DETA (a), DGEBA-
TETA (b) e DGEBA-AEP (c) y DGEBA-IPD (d) después de la incubacion en sangre humana a 37°C durante 180 s.

La relacion de plaquetas adheridas por unidad de area después de la incubacién en sangre
humana, a 37 'C, durante 180 s se muestra en la Figura 4. La proporcion de plaquetas adheridas en
la superficie por unidad de area para el polimero que utiliza TETA fue significativamente mas alta
que para los otros tres polimeros, y para la silicona de grado médico (usado como control de
negativo). Esto puede ser atribuido a la relativa alta adsorcién de albimina humana (HSA) por la
superficie de estos tres polimeros.

3.3. Formacioén de trombos. La Figura 5 muestra la formacién de trombos después de la
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exposicion de la sangre humana en la superficie de los polimeros.

La formacion de trombos disminuye drasticamente en la superficie de los polimeros
formulados con poliaminas cicloalifaticas (AEP e IPD) cuando comparada a los polimeros con los
comondmeros del tipo poliaminas alifaticas lineales (TETA y DETA). Este resultado era esperado y
esta de acuerdo con los resultados de adsorcion superficial de albimina (HSA) por estos polimeros.
Estos resultados sugieren que una baja adsorcién de fibrindgeno (HFb) parece inhibir la activacion
de la coagulacién en los polimeros con AEP e IPD. Estos resultados confirman que el polimero que
utiliza TETA no puede ser utilizado para aplicaciones cardiovasculares sin la realizacion de alguna

modificacion superficial debido a la alta formacion de trombos en la superficie de este material.
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Figura 4. Relacién de plaquetas adheridas por unidad de &rea (100.000 p m?
en la superficie de los polimeros después de la exposicién con la sangre humana.
Vidrio y silicona de uso medicinal fueron usados como control positivo y negativo,
respectivamente.
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Figura 5. Formacién de trombos en la superficie de los polimeros con DETA (o),
TETA (m), AEP (o) ¢ IPD (D).

3.4. Medidas de citotoxicidad. El ensayo de citotoxicidad “in vitro” representa la etapa
inicial del ensayo de biocompatibilidad de un material con potencialidades para aplicaciones
médicas. Este es el primer analisis utilizado para evaluar si un material presenta caracteristicas
biocompatibles. Posteriormente, el segundo andlisis es evaluar la interaccion del material con el
tejido bioldgico “in vivo”. Por tanto, este ensayo es importante para la realizacién de ensayos “in
vivo”, con la finalidad de evaluar el comportamiento del material dentro del medio bioldgico y
verificar si material puede ser utilizado como biomaterial.

Para los polimeros epoxidicos el nivel de citotoxicidad encontrado fue relativamente bajo en
relacion a los controles positivo y negativo utilizados como puede ser observado en la Figura 6. El
material utilizado como control positivo (solucion de fenol), mostré una actividad citotdxica
extremamente alta, pues practicamente no restaron colonias sobrevivientes sobre la placa de control.
Para los polimeros, el porciento de colonias sobrevivientes fue bien elevado, indicando que

presentan baja toxicidad a las células de ovario de hamster chinés.

Viahilidad celular (%)

L . . — R

T
10 100

Caacentracion del extracto (%)

Figura 6. Citoxicidad de los polimeros con DETA (o), TETA (m), AEP (e) ¢ IPD (o),
control negativo (UHMWPE) (V), y control positivo (fenol) (A), en contacto con células de ovario
de hamster chinés.

El bajo nivel de citotoxicidad encontrado en los polimeros con las células de ovario de
hamster chinés puede ser consecuencia de la rigurosa preparacion de los polimeros en relacién a la
utilizacion de cantidades estequiometricas y el empleo de un programa de curado optimizado. Estos
factores permiten alcanzar la conversion maxima y de esta forma los polimeros presentan
concentraciones minimas de mondmeros en los materiales lo que posibilita obtener mejores
propiedades bioldgicas.
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Los resultados demuestran que los polimeros preparados con los comondmeros del tipo
poliaminas cicloalifaticas (AEP e IPD) cumplen mejor los criterios de hemocompatibilidad y
citotoxicidad exigidos de un biomaterial para implante.

Basado en estos resultados y buscando algunas potencialidades para este tipo de polimeros,
ensayos biologicos “in vivo” utilizando animales modelos, estdn en ejecucién en nuestros
laboratorios. Asi como también estan siendo realizado el revestimiento de “stents” coronarios de
acero inoxidable para el area cardiovascular, y el revestimiento e/o encapsulado de nano-particulas
de cerdmicas ferromagnéticas para el tratamiento del cancer a través de la técnica de magneto-
hipertermia [28]. Los resultados de estos estudios serdn posteriormente publicados en la literatura
cientifica pertinente a cada area de aplicacion.

CONCLUSIONES

Las propiedades bioldgicas de los cuatro materiales epoxidicos usando el mondémero del éter
diglicidilico del bisfenol A con cuatro comondmeros del tipo poliaminas alifaticas de manera
independiente fueron evaluadas usando cuatro ensayos biologicos “in vitro”.

Alta adsorcién de albumina y baja adsorcién de fibrindgeno, asi como también la supresion
de la activacién de plaquetas y buena hemocompatibilidad de los polimeros formulados con
poliaminas cicloalifaticas fue verificada. Estos polimeros cumplen mejor con los criterios de
hemocompatibilidad y citotoxicidad exigidos de un biomaterial para implante.

Los resultados de citotoxicidad indicaron que los polimeros estudiados son biocompatibles
con las células de ovario de hamster chinés. De esta manera, podemos considerar que estos

polimeros son biocompatibles.
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