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INTRODUCCION

La sintesis de latex hibridos que contienen proteinas ha venido ganando interés
debido a que esta técnica tiende a modificar y mejorar las propiedades de las
sustancias naturales mediante la incorporacion de polimeros sintéticos. Diversas rutas
de sintesis permiten la conjugacion de una proteina con un polimero sintético, pero no
todas permiten la formacion de particulas hibridas dispersas en agua para su empleo
con formacién de peliculas como el caso de una aplicacion en adhesivos. En el
presente trabajo se empleard la estrategia desarrollada por Picchio et al. (2014) para
sintetizar latex de base acuosa conteniendo particulas hibridas de colageno
parcialmente hidrolizado (gelatina) y un polimero acrilico. Ademas, se analizara el
desempefio de los latex sintetizados en la formacion de peliculas acorde a una
aplicacion como bioadhesivo.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo persigue la sintesis de nanoparticulas hibridas
dispersas en agua, a partir de colageno parcialmente hidrolizado y un polimero
sintético, que sean aptas para ser utilizadas como bioadhesivos de tejidos blandos. En
este sentido, se espera que el material en desarrollo combine positivamente las
propiedades de ambos componentes, como la biocompatibilidad, la biodegradabilidad
y el buen crecimiento celular proporcionado por el colageno, con la alta adaptabilidad y
mejores propiedades (mecanicas, térmicas y adhesivas) de los polimeros sintéticos.

METODOLOGIA

Sintesis

Se emple6 como técnica de sintesis la polimerizacion en emulsion, en ausencia de
emulsificante, de una formulacién de monémeros acrilicos en presencia de gelatina
(PB Leiner S.A.). Como iniciador se empleo6 el par redox formado por el hidroperéxido
(H202) y los grupos amino del colageno. El sistema monomérico empleado esta
compuesto por acido acrilico (AA) / n-butilacrilato (BuA) (Aldrich) en la relacién 70/30,
mientras que las concentraciones de colageno fueron variables (de 25 a 50% pbm:
peso basado en mondémero). Como buffer para regular el pH se utiliz6 carbonato de
sodio (Na2COs, Cicarelli) 5% pbm. La polimerizacion se llevd a cabo en un reactor de
vidrio encamisado de 0.5 L, el tiempo de reaccion total fue de 2 h, la temperatura 80°C
y el sistema se mantuvo bajo agitacion y burbujeo de No.
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Ademas, para asegurar la inocuidad del producto se ha estudiado como estrategia
de post-tratamiento la dialisis de los latex polimerizados para eliminar el monémero
residual. La misma se realiz6 con una membrana de 10 KDa, frente a agua destilada y
deionizada (DDI) y bajo agitaciébn constante. Posteriormente, los latex dializados
fueron neutralizados con NaOH 1M, llevandolos a un pH cercano al fisiolégico (7). Las
letras N y ND se agregan a los cédigos de los experimentos para indicar cuando los
latex fueron solamente neutralizados (N) o dializados y posteriormente neutralizados
(ND).

Caracterizacion

A las muestras extraidas a lo largo de la reaccion y a la muestra final se les
determind: i) la conversién de los monémeros por gravimetria ( X ), ii) el tamafio medio
de particula (dp) por dispersién de luz dinamica (DLS) a 90°; iii) la tension superficial
(os) utilizando un tensidometro Kriss; iv) el pH; y v) el potencial zeta () empleando un
equipo zetasizer de Malvern.

Las peliculas fueron obtenidas secando los latex hibridos sintetizados en moldes de
silicona con angulo recto a 22°C y una humedad relativa del 55% durante 7 dias. El
espesor final de las mismas fue de aproximadamente 1 mm. A éstas se les analizaron
las siguientes propiedades. La opacidad se determin6 con la estrategia que plantea
Pereda et al. (2010). La estabilidad térmica se evalué por analisis termogravimétrico
(TGA). Las propiedades mecéanicas de las peliculas involucraron ensayos de traccién y
dureza empleando un equipo INSTRON 3344. La absorcién de agua de las peliculas
se determind por inmersion en agua a temperatura ambiente durante 7 dias o hasta
gue la pelicula present6 dafios. La temperatura minima de formacién de pelicula
(MFFT) se determiné por observacion de la transparencia de una pelicula aplicada
sobre una placa de metal con un gradiente de temperatura. El proceso de formacién
de peliculas se analiz6 mediante el seguimiento del factor de fluidez (FF) con un
analizador optico de formacién de peliculas (Horus).

La biocompatibilidad de las peliculas se estudi6 in-vitro. Antes de ser analizadas se
les realiz6 un proceso de esterilizacion mediante irradiacién UV bajo una campana de
flujo laminar. El ensayo de biocompatibilidad se evalué por contacto directo y por
contacto indirecto del material a evaluar con las células. La toxicidad celular se
determind mediante un método colorimétrico empleando los reactivos MTS/PMS, que
mide la actividad de las enzimas deshidrogenasas celulares; a menor actividad
enzimdtica, mayor efecto citotoxico de la muestra. En este caso se expres6 como
porcentaje en relacién al control sin muestra (blanco). Se utiliz6 la linea celular VERO.

RESULTADOS

Sintesis

En la Tabla 1 se resumen los experimentos llevados a cabo con cantidades
variables de gelatina, manteniendo constantes las cantidades de los otros reactivos. Si
bien se observaron pequefias diferencias en la X final, éstas fueron similares en
todos los casos y cercanas a 80%. Los diametros de particulas obtenidos (> 500 nm)
resultaron bastante mayores a los observados con caseina (80-150 nm, Picchio et al.
2014) y a lo esperado en una polimerizacion en emulsién con un emulsificante
convencional (como SDS).



Tabla 1. Polimerizacion de BuA/AA en Ademés, se aprecia que cuando la
presencia de diferentes concentraciones de concentracién de colageno es de 50% pbm
elatina. Caracteristicas de los latex finales. = N

9 el dp, disminuye con respecto a las

Experimento R25% R35% R50%  formulaciones que tienen 35y 25% pbm, lo
cual se puede asociar a que una mayor

Gelatina . ) .
[% pbm] 25 35 50 cantidad de gelatina puede estabilizar una
mayor cantidad de particulas.
X [9%] 80 84 76

N Los valores de ¢ de los latex N y ND
dp [nm] 7430 880.8 530.3  fueron entre -65.00 mV y -70.00 mV, los
os[mN/m] 4315  43.3 42.8 cuales nos estarian indicando una
pH 414 424 416 distribucion de cargas negativas en la
superficie de las particulas; esto se debe a
gue el pH del latex (pH=7) es superior al pKa del acido poliacrilico (4.75) y al punto
isoeléctrico de la gelatina (5.20). La repulsion entre las particulas es elevada, lo que
evita la formacion de aglomerados y hace que el latex sea estable.

Propiedades de las peliculas

Todos los latex formaron peliculas a temperatura ambiente con MFFT por debajo de
5°C, lo cual nos estaria indicando que la gelatina no tiene efecto en la MFFT del
sistema hibrido. Por otro lado, la estabilidad térmica de las distintas peliculas se
evalué mediante TGA. Se observé que las peliculas hibridas presentaron tanto curvas
de degradacion como valores de Tmax (temperatura de velocidad de degradacion
méaxima) y Tso» (temperatura a la que se produce el 50% de pérdida de peso)
intermedias entre sus componentes
puros, indicando la sinergia entre
ambos compuestos.

En la Fig. 1 se muestran
imagenes de las peliculas obtenidas
con los latex antes y después de su
neutralizacion. Se puede observar
gue las peliculas obtenidas a partir
del latex antes de neutralizar son
méas brillantes que las mismas
obtenidas con los latex
neutralizados. Estas tltimas
presentan una superficie mate, lo
gue sugiere una diferencia en la
rugosidad de la superficie y con esto en la adhesividad. Dado que la gelatina tiene un
caracter mas hidréfilo que el polimero acrilico, se puede predecir que los films con
mayor cantidad de gelatina presentaran menor resistencia a la inmersion en agua.
Esto puede apreciarse en el ensayo de permeabilidad, donde se observo que R50%
se disolvio inmediatamente después de la inmersion, mientras que R25% y R35%
resistieron de 6 a 4 horas de ensayo hasta de comenzar a desintegrarse. Se noto
también un cambio de comportamiento de las muestras sometidas al proceso de
neutralizacion; las mismas soportaron mayor tiempo de inmersion, llegando R25%N y
R35%N hasta el final del estudio, 7 dias, sin disolverse ni sufrir deterioro, y con valores
de la masa relativa absorbida (Aw) similares a los obtenidos con los films sin
neutralizar. Por otro lado, en los dos tipos de peliculas se observé que la pérdida de
peso (WLw) por disolucién de la pelicula en agua fue alrededor de 50%. En la Fig. 2 se
muestran los resultados de ensayos de traccion de las diferentes peliculas. Las

Figura 1. Peliculas: (A) R25%, (B) R35%, (C) R50%,
(D) R25%N, (E) R35%N vy (F) R50%N.



12 muestras  neutralizadas  presentaron
/ R claramente un comportamiento mecanico

i o diferente a las mismas sin procesar,
g.r' —— - TN distinguiéndose una marcada
------ . disminucion tanto en el modulo de

Young, la resistencia tensil, como en la
dureza; y un gran aumento en la
deformacién de ruptura. Esto indica un
| notable cambio en el material formado,
S —— ~ 1 pasando éste de ser rigido y duro a un
ES— = 7 5 material mas blando y acorde a una
aplicacion como adhesivo cuando se

cambia su pH de acido a neutro.
Sin perder de vista el posible uso de
estos materiales en biomedicina, los

mismos fueron sometidos a pruebas de
biocompatibilidad. Cuando se analiz6 la
actividad metabdlica de las células, se
observo que las muestras neutralizadas y
dializadas mostraron buena
compatibilidad en los ensayos de
citotoxicidad indirectos. Sin embargo, en
los ensayos directos, la simple
neutralizacion no fue suficiente, ya que se
observé una importante reduccion de la
: actividad celular, < 70% del blanco, lo
Figura 3. Imagenes de los cultivos celulares en cual indica que tiene un potencial

los ensayos de citotoxicidad directo (arriba) e Citotoxico (Norma ISO 10993), debido
indirecto (abajo). posiblemente al contenido remanente de

mondémeros. Como era de esperar, la
pelicula obtenida a partir del latex con pH &cido también resulté citotoxica. Las
imagenes de la Fig. 3 se correlacionan con los resultados antes expuestos.
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o
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Figura 2. Ensayo mecanico de traccion de las
peliculas obtenidas con los latex antes vy
después de neutralizar.

CONCLUSIONES

Se realizé la polimerizacién en emulsién de BuA/AA en presencia de colageno
hidrolizado, empleando diferentes concentraciones de proteina y en ausencia de
emulsificante, con el objetivo de producir latex hibridos acrilico/gelatina. La estrategia
de sintesis propuesta permitié producir particulas acrilico/gelatina dispersas en agua,
con propiedades de pelicula con cierto grado de compatibilizacion y sinergia entre los
compuestos que las componen. El material hibrido con el post tratamiento adecuado
(neutralizado y dializado) mostro alto grado de biocompatibilidad, resultando un buen
candidato en el campo biomédico para su posible aplicacion como bioadhesivo para
tejidos blandos.
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