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Resumen

Estudio de membranas poliméricas para su potencial aplicacion en hemodialisis.
Palabras clave: éster, entrecruzamiento, PVOH, acido citrico, glicerol.

Durante el siglo XXI, una de las mayores problematicas de salud publica en todo el mundo
es el incremento de pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) caracterizada por
presentar fallo renal. En 2019 se estimaba que aproximadamente 850 millones de personas
alrededor del mundo padecian de alguna enfermedad del rifidn, y para la cual se requerian
terapias de remplazo renal como la diélisis o el trasplante. En México, la enfermedad renal
cronica (ERC) representa una preocupacion alarmante ya que figura entre las diez principales
causas de mortalidad en personas mayores de 25 afios segun el INEGI (2022), con 14,306
fallecimientos registrados ese afio. Los pacientes que sufren de fallo renal tienen como
opciones la dialisis o el trasplante de rifion, aungue esta tltima es menos probable debido a
la disponibilidad de donadores. Por tal motivo, la dialisis es el tratamiento mayormente
utilizado y ésta puede ser via peritoneal (dialisis peritoneal) o sanguinea (hemodialisis). La
hemodidlisis es considerada un tratamiento altamente efectivo y a diferencia de la dialisis
peritoneal, utiliza membranas poliméricas semipermeables en un sistema extracorporal para
filtrar la sangre del paciente. Las membranas para la hemodidlisis son las responsables de
remover las toxinas urémicas de la sangre entre otras sustancias de desecho por ello son un
componente clave en las terapias de tratamiento renal [9]. En este trabajo se estudid la
posibilidad de desarrollar una membrana biocompatible y hemocompatible, disefiada
especificamente para su implementacion en hemodialisis. Para tal fin, se utilizé poli(alcohol
vinilico) (PVOH) como material base, debido a su capacidad para ofrecer tanto inocuidad
como resistencia mecanica. EI PVOH fue funcionalizado con &cido citrico (AC), que actla
como agente anticoagulante, y entrecruzado con glicerol para mejorar sus propiedades
mecénicas; alternativamente, se empled Unicamente &cido citrico como agente entrecruzante.
Los resultados obtenidos mostraron que las formulaciones con una baja relacién molar de
acido citrico presentan una mayor citocompatibilidad, buena hemocompatibilidad y baja
agregacion plaquetaria. En cuanto a las propiedades fisicoquimicas del material, se observo
que la cantidad de acido citrico influye en las propiedades térmicas, como consecuencia del
entrecruzamiento con los grupos —OH del PVOH. Las membranas fabricadas son de
naturaleza hidrofilica, lo cual resulta favorable para su aplicacion en hemodialisis. Asimismo,
presentaron caracteristicas particulares en términos de porosidad y capacidad de
hinchamiento en agua, que las posicionan como candidatas adecuadas para su uso en este
tipo de procedimientos.
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Abstract

Study of Polymeric Membranes for their Potential Application in Hemodialysis.
Keywords: ester, crosslinking, PVOH, citric acid, glycerol.

During the 21st century, one of the most significant public health issues worldwide has been
the increasing number of patients with chronic kidney disease (CKD), which is characterized
by renal failure. In 2019, it was estimated that approximately 850 million people around the
world were affected by some form of kidney disease, requiring renal replacement therapies
such as dialysis or transplantation. In Mexico, CKD represents a major concern, ranking
among the top ten causes of death in individuals over the age of 25, according to INEGI
(2022), with 14,306 deaths recorded that year. Patients suffering from kidney failure have
two main treatment options: dialysis or kidney transplantation. However, transplantation is
less common due to the limited availability of donors. As a result, dialysis is the most used
treatment and can be administered either through the peritoneum (peritoneal dialysis) or the
bloodstream (hemodialysis). Hemodialysis is considered a highly effective treatment and,
unlike peritoneal dialysis, uses semipermeable polymeric membranes in an extracorporeal
system to filter the patient’s blood. Hemodialysis membranes are responsible for removing
uremic toxins and other waste substances from the blood, making them a key component in
renal treatment therapies. In this study, the potential development of a biocompatible and
hemocompatible membrane specifically designed for hemodialysis. For this purpose,
poly(vinyl alcohol) (PVOH) was used as the base material due to its safety and mechanical
strength. PVOH was functionalized with citric acid (CA), which acts as an anticoagulant
agent, and crosslinked with glycerol to enhance its mechanical properties; alternatively, citric
acid was used as the crosslinking agent. The results showed that formulations with a low
molar ratio of citric acid exhibited higher cytocompatibility, good hemocompatibility, and
low platelet aggregation. Regarding the physicochemical properties of the material, it was
observed that the amount of citric acid influences the thermal properties due to the
crosslinking with the —OH groups of PVOH. The fabricated membranes were hydrophilic in
nature, which is favorable for hemodialysis applications. They also exhibited specific
characteristics in terms of porosity and water swelling capacity, positioning them as suitable
candidates for use in this type of procedure.
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Introduccidn

“The scientist is not a person who gives the right answers, he's one
who asks the right questions. ”

-Claude Lévi-Strauss

Durante el siglo XXI, una de las mayores problematicas de salud publica en todo el mundo
es el incremento de pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) caracterizada por
presentar fallo renal [1], [2]. En 2019 se estimaba que aproximadamente 850 millones de
personas alrededor del mundo padecian de alguna enfermedad del rifién, y para la cual se
requerian terapias de remplazo renal como la diélisis o el trasplante [3]. De acuerdo con el
estudio de la carga mundial de enfermedades realizado por Foreman y colaboradores (2016),
la ERC se encontraba en el 16° lugar en la lista de causas de muerte a escala mundial y,
desafortunadamente, para el afio 2040 se prevé que se encuentre en el 5° lugar [4]. La
insuficiencia renal cronica es considerada una enfermedad emergente debido al aumento de
casos, los altos costos asociados, la escasa atencion médica, la elevada mortalidad y los
recursos limitados disponibles [5]. En México, la enfermedad renal cronica (ERC) representa
una preocupacion alarmante ya que figura entre las diez principales causas de mortalidad en
personas mayores de 25 afios segun el INEGI (2022), con 14,306 fallecimientos registrados
ese afio [6]. También se considera una de las principales causas de hospitalizacién ya que tan
solo en el 2022 el numero de pacientes atendidos en el IMSS por insuficiencia renal crénica
fue de 79 mil, lo cual result6 en un gasto de 21,370 millones de pesos [7]. En el contexto de
los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), la ERC se relaciona estrechamente con el
tercer objetivo: "Salud y Bienestar”, el cual enfatiza la importancia de tomar medidas
inmediatas y decisivas para prevenir y enfrentar desafios en materia de salud, ya que personas
saludables son fundamentales para economias con mayor desarrollo [8].

Como se menciond, los pacientes que sufren de fallo renal tienen como opciones la dialisis
o el trasplante de rifidn, aunque esta Gltima es menos probable debido a la disponibilidad de
donadores [1]. Por tal motivo, la dialisis es el tratamiento mayormente utilizado y ésta puede
ser via peritoneal (dialisis peritoneal) o sanguinea (hemodidlisis). La hemodidlisis es
considerada un tratamiento altamente efectivo y a diferencia de la dilisis peritoneal, utiliza
membranas polimericas semipermeables en un sistema extracorporal para filtrar la sangre del
paciente [1]. Las membranas para la hemodidlisis son las responsables de remover las toxinas
urémicas de la sangre entre otras sustancias de desecho por ello son un componente clave en
las terapias de tratamiento renal [9].
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Las primeras membranas para hemodialisis tenian como elemento esencial la celulosa
modificada, aunque con el fin de potenciar su biocompatibilidad y hemocompatibilidad se ha
optado por utilizar membranas de polimeros sintéticos [9], [10]. Esencialmente, se busca que
el polimero, o polimeros, contengan grupos funcionales con naturaleza hidrofilica y de carga
negativa de modo que sean capaces de repeler las proteinas de la sangre [11], [12]. Algunos
de los grupos funcionales que cumplen con estas caracteristicas son el sulfonico (-SOzH), el
carboxilico (-COOH), el amino (-NH) y el hidroxilo (-OH) [13]. No obstante, se ha
reportado ampliamente el uso de polisulfonas (PSU) y polietersulfonas (PES) en la
fabricacion de membranas para hemodidlisis, ya que presentan buenas propiedades
mecénicas y térmicas, aunque su mayor desventaja es su naturaleza hidrofébica que provoca
una disminucion de la hemocompatibilidad [13]. En este trabajo, se estudi6 la posibilidad de
desarrollar una membrana biocompatible y hemocompatible disefiada especificamente para
su implementacién en hemodialisis. Para tal fin, se utilizé poli(alcohol vinilico) (PVOH)
como material base debido a su capacidad para ofrecer tanto inocuidad como resistencia
mecanica. Ademas, el PVOH se funcionaliz6 con acido citrico (AC), que actlia como agente
anticoagulante, y se entrecruzé con glicerol para mejorar sus propiedades mecanicas.

Preguntas de investigacion
Las preguntas de investigacion que son de interés para este trabajo de tesis son las siguientes.

1. ¢Qué polimeros, diferentes a las polisulfonas (PSU) y polietersulfonas (PES),
presentan caracteristicas prometedoras para la fabricacion de membranas de
hemodialisis?

2. ¢Como influyen los grupos funcionales y el tamafio de poro en la eficiencia de las
membranas de hemodialisis?

3. ¢Qué métodos de fabricacion de membranas permiten obtener membranas con un
tamafo de poro adecuado?

Objetivo general

Desarrollar membranas biocompatibles y hemocompatibles con capacidad de separar
selectivamente toxinas urémicas y proteinas, utilizando el poli(alcohol vinilico) (PVOH)
como polimero base funcionalizado con acido citrico (AC) y entrecruzado con glicerol, o
bien Unicamente entrecruzado con &cido citrico.
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Objetivos especificos

Los objetivos especificos que se plantean en la presente investigacion son los siguientes.

1. Determinar las proporciones de PVOH:AC que permitan obtener una membrana con
las mejores caracteristicas fisicoquimicas.

2. Evaluar el efecto del contenido de glicerol en el entrecruzamiento de la solucién de
PVOH funcionalizado.

3. Preparar membranas con las soluciones fabricadas mediante las técnicas de inversion
de fase y electrohilado.

4. Determinar la citotoxicidad, hemocompatibilidad, porosidad, tamafio de poro,
hidrofilicidad, carga superficial y morfologia.

5. Evaluar el desempefio de las membranas mediante pruebas de flujo.

Hipotesis

La funcionalizacion del PVOH es posible mediante la adicion de acido citrico en relacion
molar de al menos 2, lo cual promovera la formacion de enlaces éster, sin ir en detrimento
del entrecruzamiento con glicerol. Esto dara lugar a la creacion de una membrana que sea
biocompatible para su uso en hemodiélisis.

19



CAPITULO I

Marco Tedrico

“If you re going to change the world, you 've got to be fearless.”

-Frances Arnold

2.1 Generalidades del rifion

Los rifiones son érganos en forma de alubia con un peso entre 150 a 200 g en hombres y de
120 a 135 g en mujeres [14]. Se localizan en el retroperitoneo, que corresponde a la cavidad
abdominal posterior al peritoneo, entre la Gltima vertebra torécicay la tercera vertebra lumbar
donde se protegen de forma parcial por las costillas [14][15]. Los rifiones son los que realizan
las principales actividades en el aparato urinario pues regulan la composicion ionica, el pH,
la cantidad de agua y la tension arterial en la sangre. También producen hormonas y
contribuyen a la excrecién de desechos y sustancias extrafias [15][16]. En los apartados
siguientes se hace la descripcion anatémica y fisioldgica de los rifiones.

2.1.1 Anatomia del rifién
De forma externa, el rifidn se encuentra cubierto por tres capas de tejido. La mas profunda se

denomina capsula renal cuya funcién es ser una defensa contra traumatismos y mantener la
forma del rifidn. La siguiente capa es la capsula adiposa que permite que el rifidn se sostenga
firmemente. Finalmente, la capa mas superficial corresponde a la Ilamada fascia renal que
permite mantener unido el rifidén a la pared abdominal y a los 6rganos en los alrededores [15].

En cuanto a la anatomia interna del rifibn se pueden distinguir dos regiones. La mas
superficial corresponde a la corteza renal cuya textura es lisa. La regién dentro de la corteza
renal corresponde a la médula renal que contiene entre 8 y 18 piramides renales. Tanto la
corteza renal en conjunto con las pirdmides renales se le denomina parénquima, lugar donde
se ubican las nefronas. Las nefronas pueden definirse como unidades microscépicas que
realizan el filtrado de la sangre. Este filtrado es drenado mediante los conductos papilares
gue desembocan en una estructura en forma de copa denominada caliz menor para
posteriormente llega al caliz mayor. El filtrado una vez que se encuentra en los calices se
considera orina porque ya no se experimenta mayor reabsorcion [15]. A continuacion, en la
Figura 1, se muestra graficamente lo descrito.
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Figura 1. Anatomia general del rifion (elaboracién propia).

2.1.1.1 Lanefrona
Como se mencion0, las nefronas corresponden a las unidades funcionales del rifidn

estimandose cerca de 800,000 a 1 millon por cada rifién [15], [16]. Anatdmicamente, la
nefrona se puede dividir en el corpusculo y tabulos renales [15].

El corpusculo renal tiene como tarea la filtracion del plasma sanguineo y sus componentes
son el glomérulo, que béasicamente es una red de capilares que tienen una alta presién
hidrostatica con respecto a otros procesos corporales (=60 mmHg) y la capsula glomerular
de Bowman que es el conjunto de células epiteliales que cubren el glomérulo[15], [16]. Una
vez que se filtra el plasma sanguineo, se genera un filtrado que ingresa en el tabulo renal,
primero por el tabulo contorneado proximal, seguido del asa de Henle, y concluyendo en el
tubulo contorneado distal. Los tubulos contorneados distales de otras nefronas convergen en
un tubulo colector que finalmente desembocan en la pelvis renal mediante las puntas de las
papilas renales [15], [16]. Se estima que hay cerca de 250 tubos colectores por cada rifion
[16]. En la Figura 2 se ilustran las partes de la nefrona.
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Figura 2. Anatomia general de las nefronas (elaboracién propia).

2.1.2 Fisiologia del rifidn
Como se menciono previamente, son los rifiones los que realizan las actividades que permiten

mantener estable el ambiente interno del cuerpo, es decir, tienen funciones homeostaticas
[16]. Los procesos llevados a cabo por el rifidén se pueden dividir en filtracion glomerular,
reabsorcién y secrecion tubular.

2.1.2.1 Filtracién glomerular

La filtracion glomerular se considera como el primer paso para la produccion de orina. Este
paso consiste en la filtracion de casi 180 L al dia a través de los capilares glomerulares que
se encuentran dentro de la capsula de Bowman [16].

Los capilares glomerulares filtran la sangre, obteniéndose un fluido libre de proteinas y
desprovisto de celulas sanguineas, llamado filtrado glomerular. Este filtrado contiene
componentes y concentraciones similares al plasma sanguineo [16].

La membrana capilar glomerular estd compuesta de tres capas, la primera es el endotelio
capilar, seguido de una membrana basal y, por ultimo, una capa de células epiteliales
alrededor de la superficie exterior de la membrana basal y las cuales se denominan
particularmente como podocitos. La membrana glomerular tiene una alta tasa de filtracion
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gracias a la presencia de perforaciones denominadas fenestraciones (diametro molecular
cerca de 8 nm) en el endotelio capilar, y de proteinas cargadas negativamente que impiden el
paso de las proteinas plasmaticas. Lo anterior implica que la membrana es selectiva con base
en el tamafio y la carga eléctrica de las moléculas. La membrana basal cuenta con una malla
de fibras de colageno y proteoglucanos lo cual aporta una fuerte carga eléctrica negativa
ayudando también al impedimento de la filtracion de proteinas plasmaticas. Respecto a la
capa de podocitos que presentan prolongaciones designadas como pedicelos cuyas
separaciones llamadas poros de hendiduras, y que, al igual que las demas capas, tiene carga
negativa [16].

2.1.2.2 Reabsorcion y secrecion tubular
La reabsorcion tubular juega un papel importante en la determinacién de la tasa de excrecion

urinaria final, mientras que, la secrecion tubular da paso a la aparicién de cantidades
significativas de iones potasio, hidrégeno y de otras sustancias que aparecen en la orina [16].

La reabsorcion tubular es altamente selectiva. La glucosa y aminoacidos son completamente
reabsorbidos por los tibulos, en cambio, la reabsorcion de los iones depende béasicamente de
las necesidades del cuerpo[16].

En la Figura 3 se representa como las sustancias que se pretenden reabsorber son
transportadas a través del epitelio tubular en donde el transporte puede ser activo o pasivo
para luego regresar a la sangre mediante la membrana capilar tubular por ultrafiltracion donde
dominan fuerzas hidrostaticas y coloidosméticas [16].

Células tubulares Filtracion \

<+—— Activa
<+—— Pasiva Solutos
(difusion

<4—— 0Osmosis “g=——— H-0

Reabsorcion Excrecion \

Figura 3. Reabsorcién de agua y solutos filtrados a través de células tubulares y su retorno a la sangre.
Los solutos son transportados por transporte pasivo (difusién) o activo a través de las células. El
transporte de los solutos entre las células se realiza mediante difusién. (elaboracion propia).

Ultrafiltracion
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2.1.3 Enfermedades del rifion
El funcionamiento de los rifiones puede verse comprometido por desbalances homeostaticos,

lo que puede dar lugar a varios trastornos. Uno de los problemas mas comunes es la
formacion de célculos renales, que son sales presentes en la orina que precipitan y solidifican
formando piedras insolubles. Estas piedras suelen estar compuestas de cristales de oxalato de
calcio, acido urico o fosfato de calcio. La ingesta excesiva de calcio, la baja ingesta de agua,
la hiperactividad de las glandulas paratiroides y la acidez o alcalinidad de la orina pueden ser
algunas de las causas subyacentes [15].

Los glomérulos renales también pueden verse dafados, donde de manera general, la
membrana de filtracion aumenta su permeabilidad. La glomerulonefritis es un ejemplo de
esta afeccion, caracterizada por la inflamacion de los glomérulos. Generalmente es provocada
por la reaccion alérgica a las toxinas producidas por las bacterias estreptococicas causando
que los glomérulos se inflamen y permitan el paso de células sanguineas y proteinas
plasmaticas [15].

El sindrome nefrético es una condicién caracterizada por la presencia de proteinas, altos
niveles de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos en la orina. Esta enfermedad puede estar
asociada con diversas condiciones, como la diabetes mellitus, el lupus eritematoso sistémico,
algunos canceres y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida [15].

Otro padecimiento de los rifiones es lo que se conoce como fallo renal y sucede cuando hay
una disminucién de la filtracién glomerular. Cuando los rifiones dejan de funcionar se le
conoce como fallo renal agudo lo cual se caracteriza por la oliguria (la cantidad desechada
de orina es entre 50 mL y 250 mL), o bien, por la anuria (la cantidad desechada de orina es
de menos de 50 mL). Cuando hay una disminucion gradual del funcionamiento en la tasa de
filtracion se le conoce como fallo renal cronico que puede ser resultado de glomeronefritis
cronica, pielonefritis, enfermedad del rifidn poliquistico o pérdida traumatica del tejido renal
[15].

2.2 Terapias de reemplazo renal

Los pacientes que presentan fallo renal con pérdida del 90% de las nefronas comienzan a
presentar oliguria y un incremento en la cantidad de sustancias de desecho en la sangre. Es
en estos casos donde se requieren terapias de dialisis y se vuelven candidatos para un
trasplante de rifion [15], [17].

Como definicidn, dialisis es el transporte de moléculas en solucion, por difusion, a traves de
una membrana semipermeable [18], [19]. Los elementos esenciales del proceso es un
solvente que contiene solutos y una membrana porosa a través de la cual algunos o todos los
solutos se mueven por difusién [19]. Las técnicas de purificacion de sangre que usan
membranas artificiales son la hemodialisis cuyo mecanismo de transporte de solutos es
principalmente la difusion, la hemofiltracion cuyo transporte predominante es la conveccion
y la hemoadsorcion donde la adsorcion es el principal mecanismo de separacion [20], [21].
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2.2.1 Dialisis peritoneal
La dialisis peritoneal consiste en el uso de la barrera peritoneal y de un liquido de dialisis

dentro de la cavidad peritoneal. La barrera peritoneal varia entre pacientes lo cual afecta la
eficiencia de la dialisis [19].

La didlisis peritoneal ofrece diversas ventajas, tales como requerir una infraestructura
minima, ser mas rentable, ser adecuada para pacientes con dificultad para acceder a sus vasos
sanguineos, causar pérdida minima de sangre, ser biocompatible y ser beneficioso para
ciertos grupos de pacientes, como nifios, aquellos con cirrosis o tendencia a hemorragias. Sin
embargo, también conlleva algunos problemas, que van desde el alto riesgo de infeccién
(peritonitis) hasta la pérdida de proteinas, hiperglucemia e hipernatremia [22].

La existencia de otras terapias de mayor tecnologia como la hemofiltracion y la hemodialisis
ha provocado que el uso y las investigaciones en dialisis peritoneal disminuyan. Por lo
regular, la didlisis peritoneal es predominantemente practicada en paises en desarrollo [22].

2.2.2 Hemodialisis

La hemodialisis consiste en una técnica de dialisis extracorporal, donde basicamente se
limpia la sangre de toxinas urémicas, se elimina el exceso de agua y se equilibra los
electrolitos [19], [23], [24]. Dentro de los pioneros que establecieron los fundamentos de esta
técnica, fue el profesor de quimica escocés Graham, quien invento el proceso de separacion
de solutos usando membranas semipermeables y acuio el término “dialisis” [19]. Més tarde,
en 1913 John Jacob Abel, en los Estados Unidos, fue el primero en aplicar el proceso de
dialisis a organismos vivos y utilizé el término “rifion artificial”’[18], [19]. En 1924, Georg
Haas en Alemania fue el primero en usar el “rindn artificial” en un humano cuyo intento no
fue del todo un éxito dada la toxicidad del anticoagulante crudo que limit6 la fluidez en el
circuito [19]. Posteriormente, en 1945 Willem Kolff utilizd con éxito la dialisis como
tratamiento para salvar la vida de pacientes con falla renal utilizando su invento de rifion
artificial de tambor rotatorio de Kolff [19], [25]. Este invento fue posible debido a avances
como la invencién del celofan, el descubrimiento de antibioticos y la disponibilidad de la
heparina como anticoagulante. Kolff es llamado frecuentemente como el “padre de la
hemodialisis” debido a que su método fue aceptado como estandar para remplazo temporal
en pacientes con falla renal aguda de corta duracion [19]. En 1960, Belding Scribner
desarrollé un dispositivo para realizar dialisis de forma reiterativa que accedia a la sangre
usando tubos de plastico insertados en la arteria y vena [18], [19].

Actualmente, el tratamiento de hemodialisis se lleva a cabo conectando al paciente en una
maquina de dialisis y la sangre es bombeada a través de un acceso vascular y filtrada usando
un dializador, el cual es llamado “rifion artificial” (Ver Figura 4). La sangre filtrada es
bombeada de regreso dentro del cuerpo del paciente [18]. El equipo de hemodialisis se divide
en dos circuitos principales: el circuito sanguineo y el circuito de solucion de dialisis, también
conocido como dializador. El dializador consta esencialmente de una caja o un tubo provisto
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de cuatro puertos, dos de los cuales se conectan al compartimiento sanguineo y los otros dos
al compartimiento de la solucion de dialisis. En el circuito de diélisis, la sangre se dirige
desde el acceso vascular hasta el dializador mediante una bomba. Por otro lado, el circuito
de solucidn dializadora engloba el sistema de suministro de dializado, por medio del cual
este liquido se bombea hacia el compartimiento del dializador. Una vez dentro, la membrana
semipermeable separa el dializado de la sangre, llevando a cabo asi el proceso de filtracion
y purificacion de la sangre [26].
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Figura 4. Esquema del proceso de hemodialisis (elaboracion propia).

Las condiciones operativas del equipo de hemodidlisis son criticas para garantizar su correcto
funcionamiento. El flujo de sangre de la bomba es bastante rapido, ya que oscila entre 200-
600 mL/min. Durante el tratamiento de hemodialisis, los pacientes estan expuestos a una
cantidad considerable de agua, que va desde los 120 hasta los 200 litros. Ademas, la solucién
de didlisis debe ser liberada a una temperatura precisa, generalmente entre 35y 38°C. Una
temperatura demasiado baja (inferior a 35°C) no representa un riesgo significativo para el
paciente, pero una temperatura superior a 42°C podria ocasionar la desnaturalizacion de las
proteinas sanguineas y, en Gltima instancia, la hemalisis [26].
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2.3 Toxinas urémicas

En el contexto de la insuficiencia renal, el sindrome urémico se debe a la acumulacion
progresiva de compuestos que en condiciones normales son excretados cuando la sangre es
filtrada por rifiones sanos [27]. Estos compuestos, denominados como toxinas urémicas
interactian de manera negativa con las funciones biologicas y se acumulan en el torrente
sanguineo debido a una eliminacion inadecuada [27], [28]. La incapacidad de los rifiones
para filtrar adecuadamente estos compuestos conduce al deterioro de la salud del paciente.
Las toxinas urémicas incluyen una variedad de compuestos quimicos que se pueden clasificar
segln su tamafio molecular. En ese sentido, las toxinas urémicas pueden ser dividas en tres
categorias. La primera y segunda categoria tiene que ver con pequefios solutos (<500 D)
donde la primera engloba a las moléculas que se sabe que no tienen unién con proteinas
mientras que la segunda engloba a las moléculas que si se unen a proteinas. La tercera
categoria comprende a moléculas de tamafio medio (= 500 D) [27]. En la Tabla 1 se
presentan las categorias con los tipos de moléculas que se encuentran en ellas. Dado que este
trabajo se centra en conocer los grupos funcionales se coloca una columna con esta
informacion.

Tabla 1. Clasificacion de toxinas urémicas segun su tamafio molecular. Se detallan los grupos funcionales
presentes en las toxinas de cada uno de los grupos [27].

Categoria Grupos Grupos funcionales
Benzilalcohol
Acido B-guanidinopropidnico
B-Lipotropina
Creatinina
Hidroxilo (-OH) Citidina
Metilo (-CHz3) Guanidina
Ribonucleodsidos Aminas (>NH, -NH2) Acido guanidinoacético
Solutos de Guanidinas Imina (>C=N-R) Acido guanidinosuccinico
bajo peso Polioles Eter (R1-O-R») Hipoxantina
molecular Péptidos Acido carboxilico Malondialdehido
(<500 D) Purinas (-COOH) Metilguanidina
Pirimidinas Amida (-CONH) Mioinositol
Imida (R1-CO-NH-CO-  Manitol
R2) Oxalato
Uracilo
Timina
Urea
Acido drico
Fenoles Aromaticos 3-deoxiglucosona
Solutos duct Hidroxilo (-OH) Fructoselisina
unidos a I:_ro uctos . Glioxal
. inales de Aminas (>NH, -NH>) PO,
proteinas licacié Acido carboxilico Acido hipurico
(<500 D) glicacion ¢ Homocisteina
avanzada (AGE (-COOH)

Hidroguinona
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por sus siglasen  Indol (Anillo aromatico  Acido indol-3-acético

inglés) fusionado con pirrol) Indoxil sulfato
Hipuratos Alifaticos Quinurenina
Indoles Acido quinurénico
Poliamidas Metilglioxal
N-carboximetillisina
P-cresol
Pentosidina
Fenol

P-OH Acido hipdrico
Acido quinolinico
Espermidina
Espermina

Adrenomedulina

Solutos de B2-Microglobulina

medio Amida (-CONH) B-Endorfina
eso Peptidos Aminas (>NH, -NH;)  Colecistocinina
m o?ecul ar Citocinas Acido carboxilico Complemento factor D
(=500 D) (-COOH) Cistatina C

Acido hialurénico
Hormona paratiroidea

Asi, en el contexto de esta investigacion, los esfuerzos se enfocaran en la evaluacién de las
membranas en condiciones de permeado abierto para determinar cuéles toxinas urémicas son
mejor eliminadas.

2.4 Mecanismos de transporte

El proceso de didlisis implica el movimiento de moléculas en ambas direcciones a través de
una membrana semipermeable. La eliminacion de solutos se realiza mediante tres
mecanismos de transporte transmembrana: difusion, conveccion y adsorcion. La
contribucion relativa de estos mecanismos a la eliminacion de un soluto define la modalidad
de reemplazo renal. Cuando la difusion es el mecanismo predominante entonces el método
recibe el nombre de “hemodialisis”; si es la conveccion la predominante, se llama
“hemofiltracion”; y si tanto la difusion como la conveccion ocurren simultineamente, se
conoce como “hemodifiltracion” [20].

2.4.1 Difusion

El movimiento de solutos por difusion ocurre cuando las moléculas se desplazan del lado con
mayor concentracion de soluto hacia el lado de menor concentracion (gradiente de
concentracion). El proceso de movimiento de soluto debido a un gradiente de concentracion
recibe el nombre de dialisis, cuando se coloca una membrana entre las dos soluciones. La
velocidad y eficiencia del transporte difusivo dependen de la carga eléctrica, la forma, tamafio
y la propiedad hidrofilica de la molécula. A continuacién, se describen estos factores [20]:
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a) El gradiente de concentracion entre las soluciones. Los gradientes de concentracion
permiten que el dializado elimine los desechos y equilibre los electrolitos de la sangre.

b) Permeabilidad de la membrana al soluto. La membrana con mayor cantidad de poros
permite una difusion méas répida. Poros grandes permiten que pasen moléculas mas
grandes, mientras que las membranas delgadas aumentan la tasa de difusion de los
solutos.

c) Area superficial de la membrana. Areas superficiales grandes permiten mayor
difusion.

d) Peso molecular de los solutos. Se trata de una cuestion de transferencia de masa, los
solutos méas pesados y grandes se mueven lentamente a lo largo del gradiente de
concentracion respecto a los solutos pequefios. La efectividad de la diélisis se ve
afectada en solutos de peso molecular mayor a 1000 Da.

e) Proteinas sanguineas. La union de solutos a proteinas ocasiona que se vuelvan
impermeables a la membrana.

2.4.2 Conveccion
La remocidn de solutos mediante conveccion se produce como resultado del flujo de agua

(efecto de arrastre por solvente) que atraviesa la membrana debido a un gradiente de presion
hidrostéatica (presion transmembrana) aplicado a través de la membrana [20]. Se ha descrito
que el transporte por conveccién depende del tamafio y cantidad de poros en la membrana.
Entonces, se puede decir que la eficiencia con la que el soluto es arrastrado esta determinada
por su tamafio molecular con relacién al tamafio de los poros [20].

2.4.3 Adsorcion

La adsorcion ocurre cuando las toxinas se adhieren a la membrana del dializador. Este
fendmeno esta influenciado tanto por las propiedades fisicoquimicas de la superficie de
membrana como por el soluto que esta siendo adsorbido. En un contexto clinico, la absorcion
es relevante debido a las posibles discrepancias en la medicion de la eliminacion de solutos
entre el lado de la sangre y el lado del dializado [20].

En términos generales, la adsorcion se limita principalmente a las proteinas, en donde las
membranas hidrofébicas adsorben mas proteinas que las membranas de naturaleza hidrofilica
[20]. La modificacion de las propiedades superficiales, como la estructura de los poros y el
grosor de la membrana, pueden alterar su afinidad para la absorcion de proteinas. Es esencial
prestar especial atencion a este aspecto durante la fabricacion de la membrana para evitar que
los poros sean demasiado grandes, lo que podria provocar la retencion de proteinas en ellos
debido a la obstruccion estérica. Esto, a su vez, reduciria tanto el transporte difusivo como el
convectivo de proteinas de bajo peso molecular, lo que finalmente llevaria al ensuciamiento
de la membrana [20].
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2.5 Membranas para dialisis

Las membranas dializadoras son el componente principal de los dispositivos de diélisis por
lo que son pieza clave para las terapias de reemplazo renal [9]. Es asi, que las siguientes
subsecciones son dedicadas a su descripcion y entendimiento de su naturaleza quimica.

2.5.1 Clasificacion
Existen diversas clasificaciones para las membranas utilizadas en hemodialisis. La primera

categorizacion fue con base en la composicion quimica de las membranas, éstas se dividian
en membranas celulésicas y sintéticas [10]. Por otro lado, existe otra clasificacion que se
basa en la habilidad de las membranas para remover pequefias moléculas dando lugar a
considerarse de alto y bajo desempefio. En esta Ultima categorizacién se toma como
referencia el peso molecular de la urea (60 kDa) [10]. Otra categoria es la basada en la
habilidad de las membranas de remover moléculas de tamafio medio donde aqui se considera
como referencia la molécula de 8, macroglobulina (11 800 Da), de ese modo las membranas
se pueden separar en alto-flujo y bajo-flujo. Finalmente, también existe la clasificacion
considerada por la US Food and Drug Administration (FDA) que agrupa las membranas en
alta permeabilidad y convencionales [10].

2.5.2 Caracteristicas
Las membranas para aplicacion en hemodialisis deben presentar hemocompatibilidad y

propiedades anticoagulantes. Lo anterior implica que el material al entrar en contacto con la
sangre no debe iniciar el proceso de coagulacion por adsorcién de las proteinas plasmaticas,
y consecuentemente, la formacion de trombos [10], [29], [30]. Ademas, tampoco deben
promover infecciones, reacciones alérgicas, lixiviacion, espalacion; y evitar la transferencia
de compuestos del dializado contaminado [30].

Es asi como, en la actualidad, se han disefiado membranas que puedan ser biocompatibles y
hemocompatibles. La primera generacién de membranas consistia en membranas celulésicas
sin ninguna modificacion o tratamiento superficial [10], [20]. Estas membranas simétricas e
hidrofilicas suelen remover eficientemente pequefios solutos mediante difusién debido a su
estructura delgada y a su alto nimero de poros. Sin embargo, presentan el inconveniente de
que los pequefios diametros del poro limitan la permeabilidad y la oportunidad de alcanzar
altos flujos. También la presencia de hidroxilos en la cadena polimérica de la celulosa es
responsable de las frecuentes reacciones de incompatibilidad [20]. En cuanto a las
membranas sintéticas, la primera membrana sintética asimétrica fue de la marca Amicon
hecha de polielectrolito precipitado. Tiempo después aparecié la membrana hecha de
poliacrilonitrilo AN69 de Hospal siendo una membrana altamente permeable, de estructura
simetrica con propiedades de difusion, conveccion y adsorcion. Desde entonces se han
desarrollado otras membranas sintéticas de polisulfona, triacetato de celulosa, poliamida,
polimetacrilato, polietersulfona y poliariletersulfona/poliamida [13], [20]. Sin embargo, los
esfuerzos se siguen dirigiendo a incrementar la hemocompatibilidad de las membranas, por
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lo que se considera la segunda generacion aquellas con inmovilizacion superficial o
modificacion con estructuras hidrofilicas [10].

Esencialmente se busca que la membrana esté conformada por materiales que contengan la
presencia de grupos funcionales que repelan a las proteinas. Se ha reportado en la literatura
que los grupos funcionales capaces de repeler las proteinas de la sangre son los que exhiben
naturaleza hidrofilica, son aceptores de enlaces de hidrégeno, por ende, no contiene atomos
de elementos que sean donadores de enlaces de hidrégeno y, finalmente, son de carga
eléctrica neutra [11], [12]. Los grupos que coinciden con dichas caracteristicas son los
anionicos como el sulfonato (-SOs), el carboxilato (-COO") y amino (-NH2) que puedan
repeler los factores anticoagulantes en la sangre y asi atrasar la coagulacion [1], [13].

2.5.3 Polimeros
Como se mencion anteriormente, existen dos grandes categorias de membranas con base en

el polimero usado para su fabricacién: celulosa, celulosa modificada o sustituto de celulosa
y los polimeros sintéticos [20], [31]. En ese sentido, en la Tabla 2 se enlistan los polimeros
ampliamente descritos en la literatura para la fabricacion de membranas para hemodialisis.

Tabla 2. Polimeros matriz mas utilizados en la fabricacion de membranas para hemodialisis, no se
consideran modificaciones del polimero.

Nombres
Polimero Ventajas Desventajas comerciales - Ref
Empresa
e Baja
hemocompatibilidad.
Se requiere su
modificacion.
e Forma membranas
simétricas.
e Biocompatibilidad e Gran nlimero de
e Resistencia grupos hidroxilos
@ Celulosa 'y térmica. libres en el polimero
3 celulosa e Naturaleza de celulosa que se cree [23],
S . L CF-1511 - Baxter  [32],
< cupramoniacal hidrofilica. gue son responsables [33]
O  (Cuprophan®) e Buenaremocién de la activacion de
de solutos de bajo proteinas.
peso molecular. e Altoriesgo de

penetracién de
productos bacterianos
desde el dializado
hacia la sangre.
e No elimina moléculas
de tamafio medio.
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Celulosa
g modificada e Lasustitucion de * Del gﬁ/g:n%orztﬁague
= como acetato los grupos estandar
© de celulosa, hidroxilo libres se e Mavor roducéién de HT-100 — Baxter [20]
T diacetato de sustituyen por y Pt . CT-110G - Baxter 34 ’
= celulosa, acetato lo que .c;locm?s : Sureflux - Nipro 1]
‘£ triacetato de mejora la proinflamatoras.
3 celulosa, biocompatibilidad. * B remocion de 2-
2 Hemophan ® microglobulina.
e Excelentes
propiedades
mecanicas. e Naturaleza
* Qum\ngir;ente hidrofobica. _S,e induce FX-cIa§s -
e  Estabilidad la forrpauon de Fresenius [13],
t6rmica coagulos. Xevonta - B [35],
Polisulfona ' e Mayor activacion de Braun [36],
(PSU) ¢ Permar:jqcz_a esta%le neutrofilos. REXEED series—  [37],
Testerilizacion, ¢ Aumentala Asehi - [38]
e Permeabilidad al produccion de FI5-WEGO — [39]
" A0ua citocinas
3 gua. . proinflamatorias.
2 e Buenaremocion
€ de B2-
(7] microglobulina
e Buenas e Naturaleza hidrofdbica
propiedades que afect_a _Ia}
MecAnicas. hemocompgtlbllldad.
Polietersulfona ) qugaz bio::omeeal{?bilidad. [13]
PE9) " amicas, » Adsorcionde - ELISIOS-Nipro gy

Buena remocion

de moléculas de

peso molecular
medio.

proteinas en su
superficie.
Persistencia de la
activacion del sistema
inmune.
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e Buena
permeabilidad.
e Buena

biocompatibilidad.

e Gran remocién de
proteinas de peso

e Absorcion de

Poli(metil molecular medjo. proteinas y adherencia
metacrilato) * Menor proo_lucuén de plaguetas en la Filtryzer — Toray [41],
(PMMA) de citocinas superficie de [42]
proinflamatorias membranas.
en comparacion e  Causa leucopenia leve
con las membranas
de polisulfona.
e Efecto positivo
sobre la anemia
o Excelentes
propi,ed_ades . Baja
mecanicas. hemocompatibilidad.
" emica « Naturaleza
e Formador de hidrofobica.
membranas. bi * Pobfe_ .
Adsorcion de |ocompat_|t,)|lldad. ANG9 — Gambro
Poliacrilonitrilo ) i * Produccion de |
proteinas bradicinina, Hospa [43]
(PAN) proinflamatorias . Altos riesgos de HeprAN -
r?ﬁeg? cf c;/r;r%lgagiig reaccion a_tr}afilética en Meyzieu
bacterianos. comparacion con otras
e Menor activacion memb_ranas_smtetlcas.
de neutréfilosen ~ © Fersistencia de una
comparacion con ligera activacion del
membranas de complemento.
PMMA.
e Altaresistencia
— quimica. ¢ Naturaleza Polyflux L - [44],
Poliamida (PA) * prcl)Bpl:ESZZes hidrofobica. Baxter [45]
mecanicas.
e Alta hidrofilicidad.
Poli(alcohol Bio.comApgflibilidad * Serequiere [46],
vinilico) e Alta resistencia entr-ecruzgr para dar [47],
(PVOH) mecanica resistencia al agua. [48]

e Estabilidad de pH.

Como se observa de la Tabla 2, los polimeros como PSU y PES brindan propiedades
mecanicas y térmicas excelentes lo que ha favorecido que se usen en la fabricacion del 93%
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de las membranas de hemodialisis; siendo el 71% de las membranas hechas con PSU y el
22% con PES. Sin embargo, ambas presentan problemas y requieren ser modificadas debido
a su naturaleza hidrofobica que provoca la adhesion de proteinas sanguineas y, por ende, se
induce la coagulacion [49]. Evitar la coagulacion es de suma importancia pues de no ser asi
se desencadena un descenso del nimero de leucocitos (leucopenia) y/o de plaquetas en sangre
(trombocitopenia) [32]. Por esa razon, se desea un polimero que brinde resistencia mecanica,
biocompatibilidad y hemocompatibilidad [48]. Uno de los polimeros que mas se ajusta a este
perfil es el PVOH pues se trata de un polimero no toxico, biodegradable y con diferentes
aplicaciones biomédicas [46]. Debido a su alta solubilidad en agua el PVOH es generalmente
entrecruzado para hacerlo mas estable mecanicamente e insoluble en agua [46].

2.5.4 Métodos de fabricacion de membranas
En la literatura se especifica que el método comunmente utilizado para la fabricacion de

membranas con aplicacion en hemodidlisis es la inversion de fase [50]. De hecho, la mayoria
de las membranas comerciales para otras aplicaciones son fabricadas por este método [51].
La inversion de fase implica la transformacion controlada de un polimero en un estado
liquido a un estado solido. Durante este proceso, la solidificacion ocurre por la transicion de
una mezcla liquido-liquido, donde la fase con mayor concentracion de polimero se solidifica
[52].

En el proceso de inversion de fase, las soluciones poliméricas pueden experimentar
precipitacion de diferentes maneras, tales como evaporacion del solvente, precipitacion por
evaporacion controlada, precipitacion térmica, precipitacion desde la fase de vapor y
precipitacion por inmersion [51], [52]. A continuacion, se detallan las técnicas de preparacion
[52]:

a) Precipitacion por evaporacion de solvente. Es la técnica mas simple ya que consiste
en disolver un polimero un solvente y luego verter la solucién polimérica en un
soporte como una placa de vidrio, metal o teflon. Posteriormente, el solvente se deja
evaporar en una atmdsfera inerte lo que resulta en la formacién de una membrana
densa y homogénea.

b) Precipitacion desde la fase de vapor. Una pelicula de polimero disuelto en solvente
se coloca en una atmdsfera donde la fase de vapor consiste en un no solvente. La alta
concentracion de no solvente en la fase evita la evaporacion del solvente de la
pelicula. La formacion de la membrana se produce por la difusion del no solvente en
la pelicula.

c) Precipitacion por evaporacion controlada. En este caso, el polimero se disuelve en
una mezcla de solvente y no solvente. Durante a evaporacion el solvente se evapora,
y la composicion cambia hacia un mayor contenido de no solvente y polimero, lo que
conduce eventualmente a la precipitacion del polimero y la formaciéon de una
membrana con una capa superficial méas densa.
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d) Precipitacion térmica. Una solucion de polimero en un solvente se enfria para inducir
la separacion de fases. La evaporacion del solvente da lugar a la formacién de una
membrana densa.

e) Precipitacion por inmersion. Este método implica verter una solucion de polimero
sobre un soporte adecuado y sumergirlo en un bafio de coagulacion que contiene un
mal solvente del polimero, conocido como solvente teta. La precipitacion del
polimero se produce por el intercambio de solvente y el solvente teta. La estructura
de la membrana es el resultado de una combinacion de transferencia de masa y
separacion de fases. Estas membranas se pueden preparar en dos configuraciones:
plana o tubular. Aunque tanto las membranas planas como las de fibra hueca pueden
exhibir rendimientos similares, los procedimientos para su preparacion no son los
mismos.

Las membranas planas se preparan vertiendo directamente la solucion de polimero
sobre un soporte mediante un cuchillo de colada. EI grosor puede variar entre 50 a
500 um. Posteriormente, la pelicula se sumerge en un bafio de no solvente para el
polimero, lo que provoca el intercambio entre el solvente y el solvente teta vy,
finalmente, la precipitacion del polimero. A menudo, se utiliza agua como solvente
teta, pero también se pueden usar solventes organicos. Las membranas obtenidas
después de la precipitacion se pueden usar directamente o se puede aplicar un post-
tratamiento (por ejemplo, tratamiento térmico).

La forma tubular es la geometria alternativa en la fabricacion de membranas, donde
se pueden distinguir los siguientes tipos: fibra hueca (con un diametro inferior a 0.5
mm), capilares (con un diametro entre 0.5 y 5 mm) y tubulares (con un diametro
superior a 5 mm). Las fibras huecas y los capilares pueden ser producidos mediante
tres métodos: wet spinning, melt spinning, dry spinning y dry-wet spinning [53].

Para la preparacion de estas membranas se bombea a través de un hilador una solucion
polimérica viscosa. Es esencial que la viscosidad de la solucion polimérica sea
elevada, generalmente superior a 100 Poise. El fluido se bombea a través del tubo
interno del hilador y después de un tiempo en aire o en una atmosfera controlada, la
fibra se sumerge en un bafio que contiene un no solvente donde ocurre la coagulacion.

Con el objetivo de mejorar la biocompatibilidad y la remocion de moléculas toxicas de peso
molecular medio (= 500 D), se han aplicado diversas técnicas de modificacion en las
membranas. Estas incluyen la inmovilizacion quimica de los grupos funcionales (Surface
grafting), unién de especies quimicas capa por capa (LBL), union covalente de hidrogel super
hidrofilico, membrana de matriz mezclada (MMM) y modificacion del polimero base [54].
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2.5.5 Tendencias

Como parte de los antecedentes de esta investigacion, se ha llevado a cabo un analisis
bibliométrico con el proposito de obtener una vision clara de las tendencias en el campo de
estudio. Este andlisis se inici6 con la busqueda y seleccion de publicaciones referentes a
estudios sobre membranas poliméricas con aplicacién en hemodialisis. La base de datos
utilizada fue Scopus donde las palabras clave introducidas en el buscador fueron
“Hemodialysis”, “Dialysis”, “Kidney”, “Membrane” y “Polymer”. Se planted como
estrategia de investigacion tres fases. La primera fase corresponde a la etapa de identificacion
en donde se aplicaron tres filtros que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de filtros aplicados y resultados de la estrategia de revision correspondiente a la fase
de identificacion.

Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3

Hemodialysis
y Palabras clave

and : Areas en ciencia
relacionadas a

Base de

Base de datos Dialysis and . . de materiales,
(Scopus) Kidney and tipos de polimero quimica e datos
Membrane and Y relacionadas a enieria consolidada
Polymer hemodidlisis g
gantldad de 1038 35 " s
ocumentos

En la segunda fase se procedio a revisar los titulos y resimenes de los documentos obtenidos
por la busqueda, y se agregaron filtros adicionales para excluir articulos que trataran de
membranas para aplicaciones distintas a la hemodialisis. De ese modo quedaron un total de
68 articulos que fueron visualizados mediante el software VOSviewer version 1.6.19. En la
Tabla 4 se presentan las 24 palabras de mayor ocurrencia.

Tabla 4. Ocurrencia de palabras claves recuperadas de los 68 articulos seleccionados.

No. Palabras claves Ocurrencia  Total link strength
1 Membranes 36 107
2 Dialysis 21 86
3 Hemodialyzers 14 70
4 Biocompatibility 14 51
5 Urea 12 44
6 Hidrophilicity 10 40
7 Hemodialysis 9 31
8 Composite membrane 8 22
9 Phase separation 7 27
10 Pore size 7 24
11 Hollow fiber membranes 6 25
12 Creatinine 5 14
13 Polyvinyl alcohols 5 16
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14 Cellulose acetate 5 22
15 Polyethylenglicols 5 27
16 Artificial organs 4 18
17 Blood purification 4 14
18 Electrospinning 4 7
19 Uremic toxins 4 19
20 Antifouling 4 15
21 Polyethersulfone 4 17
22 Casting solution 4 22
23 Oxides polyethylene 4 19
24 Esters 4 17

La ultima fase consistio en el analisis de la red de palabras claves que se ilustra en la Figura
5. En la red se muestra la presencia de 4 agrupaciones que se dividen en color rojo, amarillo,
verde y azul. En su mayor parte, se observa la presencia de polimeros utilizados en la
fabricacion de membranas como polietersulfonas, polietilenglicol, poli(6xido de etileno),
acetato de celulosa y poli(alcohol vinilico). Este ultimo polimero se encuentra en el mismo
grupo que “biocompatibility” lo cual indica que hay interés por parte de la comunidad
cientifica en usarlo para aplicaciones biomeédicas por su actividad inocua en el cuerpo. Es
pertinente notar la presencia de palabras como “ester”, “membranes” y “artificial organs”
dentro del mismo grupo, indicando que las membranas esterificadas tienen una potencial
capacidad para biomimetizar la funcion del rifidén. Las tendencias son consideradas dentro

del trabajo de investigacion
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polyethersulfones

pore size
antifouling

artificialiorgans
esters
hydrophilicity
uge
compositefdembranes
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hemowlyzers diiwis biocor‘atibility electrogpinning
uremigroxins
gy blood pulfification
casting selutions hem@alysw

celluloseiacetate

polyethyléne oxides
polyethylépe glycols

Figura 5. Red basada en las palabras claves de los articulos exportados de Scopus.

Ademas, se consultdé la base de datos de patentes conocida como LENS en donde se
introdujeron las palabras clave “hemodialyzer”, “membrane” y “polymer” las cuales
arrojaron un total de 82 patentes. Tras realizar una inspeccion y depuracion de las patentes
asegurandose de que se trataran exclusivamente de membranas, se obtuvo un total de 77
patentes relevantes. Posteriormente, se llevd a cabo un anélisis de los paises a los que
pertenecen las patentes, y se realizé una grafica de pastel (Figura 6) que muestra a los paises
lideres en investigacion y desarrollo de membranas para hemodialisis. Se puede destacar que
Estados Unidos encabeza la lista, seguido de paises europeos, los paises que se encuentran
dentro de la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO por sus siglas en
inglés), China, Canada, Japén y, finalmente, Taiwan.
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Figura 6. Grafica de los paises que cuentan con patentes en materia de membranas para hemodialisis
obtenida de la base de datos LENS.

En resumen, el andlisis de la red de palabras clave y la revision de patentes revelan una
notable actividad en la investigacion y desarrollo de membranas poliméricas para
aplicaciones biomédicas, especialmente en hemodialisis. Polimeros como el poli(alcohol
vinilico) destacan por su biocompatibilidad, y las membranas esterificadas muestran un gran
potencial para emular la funcion renal. Estados Unidos y otros paises lideran en el registro
de patentes, lo que evidencia un fuerte enfoque en la innovacion y el desarrollo en este campo.

Esta linea de investigacion representa una oportunidad significativa para México, ya que el
desarrollo de nuevas membranas poliméricas para hemodiélisis podria posicionar al pais
como un competidor en el &mbito de la biotecnologia médica. Invertir en esta area podria
fomentar la colaboracion internacional, atraer inversiones y mejorar los tratamientos médicos
disponibles tanto a nivel nacional como internacional.
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2.6 Sostenibilidad

En octubre de 1987, el Informe Brundtland defini¢ el término de desarrollo sostenible, el cual
consiste en satisfacer las necesidades presentes sin comprometer la capacidad de las futuras
generaciones para satisfacer las suyas. La sostenibilidad se compone de tres dimensiones: la
ambiental, la social y la econdmica. Estas tres dimensiones estan estrechamente ligadas y son
dependientes una de la otra [55]. Para los fines de esta investigacion, la sostenibilidad se
relaciona con la importancia de satisfacer la necesidad basica del cuidado de la salud, un
derecho humano universal que forma parte de la sostenibilidad social. Por lo tanto, este
trabajo se alinea con dos de los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

El primer objetivo que abarca este trabajo es el ODS namero 3, centrado en la salud y el
bienestar [8]. El desarrollo de membranas para hemodidlisis mas eficientes y asequibles tiene
como objetivo tratar una enfermedad crdnica cuya incidencia se espera que aumente en los
proximos afios.

El segundo objetivo relevante es el ODS numero 12, que busca garantizar modalidades de
consumo y produccion sostenibles [56]. Un ejemplo de cdmo este trabajo contribuye a dicho
objetivo es el uso de reactivos biodegradables, abundantes o reciclables. El poli(alcohol
vinilico) (PVOH) es un polimero biodegradable, ampliamente disponible y de bajo costo. De
manera similar, el acido citrico se utiliza como una alternativa mas sostenible en comparacion
con otros agentes quimicos como la heparina, que se emplean para evitar la coagulacion.

La tecnologia y la ciencia juegan un papel crucial en el desarrollo sostenible y se requiere de
su uso para identificar las respuestas que permitan resolver dolencias ambientales, sociales y
economicas.
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CAPITULO Il

Metodologia

“It is a good morning exercise for a research scientist to discard a pet
hypothesis every day before breakfast. It keeps him young.”

- Konrad Lorenz

3.1 Materiales

Los reactivos utilizados en la preparacion de las membranas son poli(alcohol vinilico)
(PVOH, (CH2CHOH),, Mw: 31,000-50,000, 98-99% hidrolizado, Sigma Aldrich®), acido
citrico monohidratado (AC, CsHsO7-H20, Fermont®) y glicerol (CsHgOs, Karal). Se
utilizaron como solventes etanol 96% (EtOH, CH3CH20OH, Fermont®), acetona ((CH3).CO,
BAKER ® ACS) y agua destilada. Los reactivos fueron utilizados sin modificacion alguna.

3.2 Sintesis de PVOH esterificado

Para la modificacion quimica del PVOH, se llevd a cabo una reaccion de esterificacion tipo
Fischer entre los hidroxilos del PVOH y los grupos carboxilicos del acido citrico en medio
acido. La relacion de PVOH:acido citrico se varid con el fin de determinar qué relacion molar
es la adecuada para obtener una solucidén que permitiera formar membranas y contuviera
enlaces éster.

Para reducir la existencia de acidos carboxilicos libres, se realizé una segunda esterificacion
al efectuar el entrecruzamiento con un alcohol de cadena corta con caracteristicas de
biocompatibilidad, como el glicerol. Se da una descripcion méas detallada del arreglo
experimental en el correspondiente capitulo.

3.3 Fabricacion de membranas

Las membranas se fabricaron a través de dos técnicas que brindan caracteristicas distintas al
material. EIl proceso de preparacién de membranas por inversion de fase da como resultado
membranas asimétricas, las cuales consisten en una capa superior con microporosidades
soportada por una subcapa con macroporosidades. En otras palabras, estas membranas tienen
una capa superior que se puede considerar como densa soportada por una subcapa porosa.
Para fines de este trabajo, se referira a este tipo de membranas como densas.

El arreglo experimental consistié en colocar las soluciones de PVOH:AC sobre placas de
vidrio y sumergirlas en un bafio de coagulacion con acetona como solvente teta. Una vez que
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la membrana se desprendio de la placa de vidrio, se coloco en un plato de PTFE para su
secado a temperatura ambiente.

Una segunda membrana, utilizada como una segunda capa filtrante, se realizd mediante la
técnica de electrohilado, dando como resultado membranas con fibras que, al formar una red,
presentan porosidades dadas por la red misma y microporosidades de la fibra. Estas
membranas no tejidas se prepararon con el equipo TL-01 marca TONGLI. Las condiciones
utilizadas fueron: voltaje de 20 kV, distancia punta-colector de 15 cm, velocidad del colector
de 300 rpm y velocidad de flujo de 0.5 mL/hr.

3.4 Teécnicas de caracterizacion

Las técnicas de caracterizacion de las membranas obtenidas tienen como objetivo determinar
la presencia de grupos funcionales tipo éster y &cido carboxilico (Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier - FTIR); evaluar la biocompatibilidad y hemocompatibilidad
del material (citotoxicidad, hemdlisis y coagulacion); analizar las propiedades térmicas
(Calorimetria Diferencial de Barrido - DSC); y estudiar la morfologia, topografia y naturaleza
hidrofilica (SEM, AFM y Angulo de Contacto). Finalmente, también se determiné el grado
de hinchamiento en presencia de agua. Lo anterior se resume en la Figura 7. La preparacion
de la muestra se describe en la seccion experimental del respectivo capitulo.

\

Analisis de grupos funcionales
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Figura 7. Esquema de las caracterizaciones realizadas durante el trabajo de investigacion. Las
caracterizaciones se agrupan en 5 secciones.
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CAPITULO IV

Funcionalizacion del PVOH

“If your dreams do not scare you, they are not big enough”

- Ellen Johnson Sirleaf

4.1 Antecedentes
El poli(alcohol vinilico) es un polimero sintético que exhibe excelentes propiedades como
resistencia quimica, termoestabilidad, es inocuo al cuerpo y es capaz de formar membranas
[57]. EI PVOH tiene como estructura quimica la mostrada en la Figura 8, en donde debido la
presencia de hidroxilos acomodados de forma aleatoria (configuracion atactica) en la cadena
se le considera un polimero polihidroxilado soluble en agua, uno de los pocos alifaticos
lineales no halogenados [57].

OH
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CQ“; b,

Figura 8. a) Formula estructural del PVOH atéctico, b) asi como su modelo molecular visto desde arriba
y ¢) desde un costado. Se puede observar que los hidroxilos estan posicionados de forma aleatoria.
Ademaés de la naturaleza de la matriz de la membrana, se ha buscado la forma de asegurar
que los mecanismos de coagulacién no se activen por lo que se han enfocado esfuerzos en
incorporar agentes anticoagulantes. El anticoagulante convencionalmente utilizado en
hemodialisis es la heparina que es un polisacarido sulfatado que contiene grupos sulfonico,
sulfoamino y carboxilico [58], aunque su uso excesivo ha traido consigo efectos secundarios,
ademas de que los métodos para su inmovilizacién en la membrana suelen ser complejos y
tener una influencia negativa en las caracteristicas mecanicas de ésta; pues la degradacion,
interrupcion de la cadena y reacciones secundarias no deseadas, son inevitables [59]. Una
alternativa para la sustitucion de la heparina es el acido citrico que presenta propiedades
anticoagulantes [59], [60], incluso se ha usado en lugar de la heparina durante la hemodialisis
con dializadores de triacetato de celulosa [61]. El acido citrico es un &cido organico débil que
contiene 3 grupos carboxilicos y un hidroxilo (Figura 9) [61].

Es ampliamente descrito como un importante producto intermediario del ciclo de Krebs por
lo que se considera como no toxico y biodegradable en los organismos [62]. Ademas de sus
propiedades anticoagulantes, el acido citrico también se puede utilizar como agente
entrecruzante. El entrecruzamiento con &cido citrico se ve altamente influenciado por la
concentracion, la temperatura de reaccion y el pH [63], [64].
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HO OH

9 IV

Figura 9. a) Formula estructural del &cido citrico, b) asi como su modelo molecular.

La reaccion de esterificacion entre el poli(alcohol vinilico) y el &cido citrico es una reaccion
de tipo esterificacion de Fischer, pues se tiene como producto un éster de la reaccion entre
un alcohol y un acido carboxilico en medio &cido. Por otro lado, se ha descrito que el agregar
un exceso de &cido citrico provoca la funcionalizacion del polimero en lugar del
entrecruzamiento [62]. En ese sentido, se realizo el célculo estequiométrico de la cantidad
necesaria de acido citrico para que se diera la reaccion con todos los hidroxilos de la cadena
polimérica. A continuacidn, se describe el desarrollo experimental y los resultados obtenidos.

4.2 Metodologia

4.2.1 Funcionalizacion del PVOH

Para determinar la mejor proporcion de PVOH:AC, se prepararon soluciones acuosas de
PVOH con una concentracion de 10% p/p. Estas soluciones se dejaron en agitacion
magnética a 300 rpmy 100°C durante 3 horas [65]. Una vez que se logro obtener una solucion
homogénea, se afiadio el AC en las siguientes proporciones molares 1:0.25, 1:0.5, 1:1y 1:4
PVOH:AC. La solucidén se mantuvo en agitacién magnética a 300 rpm y 120°C durante 3
horas [66].
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4.2.2 Curva de calibracion mediante FTIR

Se llevo a cabo una curva de calibracion con el objetivo de determinar la proporcion optima
que genere la maxima funcionalizacion sin afectar el pH del polimero. Para ello, la solucion
se vertio en un plato de poli(tetrafluoroetileno) (PTFE), y se realizaron lavados con EtOH al
96% para eliminar el exceso de acido citrico [67]. Posteriormente, se adicionaron 50 mL de
agua destilada para la redilucion del polimero y se dej6 evaporar en un horno a 60°C durante
24 horas. Se midio el pH con el potenciometro ExStik®Il marca EXTECH Instruments. Los
lavados se detuvieron hasta obtener un pH constante. La curva de calibracion se generd con
base en las alturas de la banda de 1080 cm™, que corresponde al enlace -O-CH del grupo
éster, obtenidas de los espectros FTIR de las diferentes muestras generadas, PVOH:AC
1:0.25, 1:0.5, 1:1 y 1:4 molar. Para ello se utilizé el software Omnic9 version 9.2.106, con el
cual se realizé de forma automaética el suavizado de los espectros y la correccion de linea
base. Las mediciones se hicieron 3 veces y los datos promedio de las alturas obtenidas fueron
graficados en el software Origin.

4.2.3 Caracterizaciones fisicoquimicas

4.2.3.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR)

Con el fin de identificar si la reaccion de esterificacion se realizo en la cadena polimérica de

PVOH se utilizo el espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 con la técnica de

reflectancia total atenuada (ATR).

Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente en un intervalo de nimero de onda de
550 - 4000 cm™, con 32 escaneos y una resolucion de 4 cm™,

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Mecanismo de reaccion de la funcionalizacién del PVOH con
acido citrico

En ese sentido, se realiz el calculo estequiométrico de la cantidad necesaria de acido citrico
para que se lleve a cabo la reaccidn con todos los hidroxilos de la cadena polimérica. El
mecanismo de reaccion propuesto se muestra en la Figura 10. Uno de los oxigenos
carbonilicos del &cido citrico es protonado provocando que aumente el caracter positivo del
carbonilo (Figura 10a). El oxigeno del alcohol actta como nucledéfilo y se enlaza al carbono
del carbonilo de modo que se tiene un intermediario tetraédrico (Figuras 10b y 10c). Se
denomina intermediario tetraédrico porque la hibridacién del carbono del acido carboxilico
cambia de sp? a sp. El oxigeno hidroxilico (del carbono que reacciona) se protona, formando
un catién menos estable, esta carga no se puede compartir entre los dos oxigenos siendo la
principal razén por la que en el hidroxilo sucede la protonacion que dara paso a la molécula
de agua (Figura 10d). El siguiente paso es la disociacion de la molécula de agua para llegar
a la forma protonada del éster (Figura 10e). Finalmente, al desprotonarse da como resultado
el éster de PVOH-AC (Figura 10f).
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Figura 10. Mecanismo de reaccion de la esterificacion entre el PVOH y &cido citrico para favorecer la
funcionalizacion.

Cualitativamente, se observo que una vez realizada la esterificacion, la solucion era altamente
soluble en agua sin la adicién de calor lo que indica que la funcionalizacion pudo haber
ocurrido y no el entrecruzamiento, puesto que en ese ultimo lo que se forma es un gel el cual
se hidrata, pero no se solubiliza.

4.3.2 Efecto de la funcionalizacion en la estructura quimica del PVOH
Para corroborar lo anterior, se utilizd la espectroscopia infrarroja por Transformada de

Fourier. Los espectros FTIR del PVOH, AC, PVOH-AC 1:1, y PVOH-AC 1:4 se muestran
en la Figura 11.
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Figura 11. Espectros FTIR de PVOH, Acido de citrico, las soluciones de PVOH y AC en relacion molar
1:1y1:4.

Ambos espectros de PVOH-AC muestran sefiales caracteristicas de éster como es la banda
alrededor de 1215 cm™ atribuida al alargamiento asimétrico del C-O y en 1080 cm™ debida
al enlace O-CH [48], [68]. Los espectros de PVOH, ACy PVOH-AC 1:1 presentan una banda
caracteristica de alargamiento del O-H alrededor de 3300 cm™. En el caso del espectro de
PVOH-AC 1:4 esta banda no es tan intensa indicando que posiblemente la mayoria de los
hidroxilos del PVOH reaccionaron. Por otro lado, ambos espectros de PVOH-AC presentan
una sefial intensa alrededor de 1700 cm™ que puede ser atribuida al enlace C=0 de
alargamiento para acidos carboxilicos, asi como, la banda alrededor de 1380 cm™ que se
atribuye al enlace O-H de deformacion de acido carboxilico. El hecho de que se observe la
presencia sefiales atribuidas al &cido carboxilico es un indicativo de que la esterificacion
ocurrio solo en uno de los tres grupos carboxilicos de la molécula de &cido citrico dando
indicio de que efectivamente sucedié la funcionalizacion. También se observan sefiales entre
1423-1402 cm* que son atribuidas al enlace C-H [68].

Con la finalidad de determinar el contenido aproximado del grupo éster en la cadena de
PVOH se realizd la curva de calibracion de las alturas relativas de la banda en 1080 cm™
(Figura 12). La banda en 1080 cm™ es una sefial atribuida al enlace O-CH caracteristica en
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Funcionalizacion del PVOH

acetatos formados por alcoholes secundarios o terciarios[68]. También, se eligio dicha banda
ya que es la unica que no coincide con las sefiales caracteristicas para &cidos carboxilicos
considerando que aun se encuentran presentes en la solucion.

Los datos de la curva de calibracion revelaron excelente linealidad con valores de correlacion
de 0.97532 y mostraron que hay una relacion inversamente proporcional entre la cantidad de
acido citrico agregado y la cantidad de éster encontrado. Esto implica que a proporciones
bajas de acido citrico se genera el entrecruzamiento, es decir, los 3 grupos carboxilicos de la
molécula de &cido citrico reaccionan. Dado que solo se desea que reaccione uno de los grupos
carboxilicos la sefial de éster deberia disminuir, lo cual coincide con lo obtenido. Para la
preparacion de membranas se hicieron pruebas de las soluciones 1:1, 1:2 y 1:3 de modo que
se asegura la funcionalizacion sin disminuir demasiado el pH de la solucion.
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Figura 12. Curva de calibracién para la proporcion de &cido citrico vs. altura relativa para la sefial de
1080 cm'?

Al realizar pruebas de inversion de fase mediante precipitacion por inmersion con las
soluciones mencionadas anteriormente, se observéd que no hubo formacion de membrana al
sumergirse en el solvente teta. Al efectuar la inversion de fase por evaporacién del solvente,
se formaba una placa de polimero poco flexible y quebradiza, lo que indica que la
modificacion del PVOH funcionalizado no forma membranas. Esto se atribuye al exceso de
acido citrico que funcionalizo la cadena de PVOH, y como consecuencia, una cantidad
considerable de grupos carboxilo permanecen libres aumentando la capacidad de solvatacion
y no favorece a la formacion de peliculas.
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4.4 Notas finales del capitulo

Mediante FTIR se confirmo la presencia de la formacion del poliéster PVOH-AC, pues se
presentan bandas caracteristicas de éster en 1215 y 1080 cm™. Se puede decir que la
funcionalizacion ocurri6 dado que también aparecen sefiales caracteristicas de &cido
carboxilico en 1700 cm™ atribuida al C=0 alargamiento y 1380 cm™ atribuida a O-H de
deformacion para acido carboxilico. Ademas, cualitativamente se observé que el polimero
obtenido incrementd su solubilidad en agua sin calentamiento, lo cual no sucede con el
PVOH solo.

Mediante la curva de calibracion se determiné el contenido aproximado de éster permitiendo
elegir la proporcion mas adecuada de acido citrico. Asi, se consideré realizar pruebas en la
preparacion de membranas por inversion de fases con las proporciones 1:1, 1:2 y 1:3 de
PVOH:AC. Se observé que estas soluciones no generan membranas, lo que puede deberse a
que una cantidad considerable de &cidos carboxilicos permanecen libres, favoreciendo la
solvatacion del polimero y por tanto no se pudo generar una membrana mecanicamente
resistente.
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CAPITULO V

Entrecruzamiento del PVOH

“Acquire new knowledge whilst thinking over the old and you may
become a teacher of others.”

- Confucius

5.1 Antecendentes

Como se menciond en el capitulo 1V, el entrecruzamiento entre las cadenas poliméricas de
PVOH se puede lograr con bajas cantidades molares de &cido citrico. Esto se favorece porque
la disponibilidad de las moléculas disminuye, asegurando que todos los grupos carboxilicos
del acido citrico reaccionen. El entrecruzamiento es necesario para mejorar la integridad
estructural de la mezcla polimérica. En este capitulo se explica como se uso acido citrico en
bajas cantidades molares a través de una reaccion de esterificacion tipo Fischer para mejorar
las propiedades mecénicas y favorecer la formacion de membranas. El &cido citrico es un
aditivo utilizado en el &mbito alimentario y en cosmética y, al ser de naturaleza no toxica, se
convierte en un precursor favorable para la sintesis de biomateriales [67].

5.2 Metodologia
5.2.1 Entrecruzamiento del PVOH

Se prepararon soluciones acuosas de PVOH con una concentracion de 10% p/p. Estas
soluciones se dejaron en agitacion magnética a 300 rpm y 100°C durante 3 horas [65]. Una
vez que se logré obtener una solucion homogénea, se afiadié el AC en las proporciones
molares 1:0.02 y 1:0.08 PVOH:AC [66]. La solucién se mantuvo en agitacion magnética a
300 rpm y 120°C durante 3 horas [66].

5.2.2 Caracterizaciones fisicoquimicas

5.2.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR)

Con el fin de identificar si la reaccion de esterificacion se realizo en la cadena polimérica de
PVOH se utilizo el espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 con la técnica de
reflectancia total atenuada (ATR).
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Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente en un intervalo de nimero de onda de
550 - 4000 cm™, con 32 escaneos y una resolucion de 4 cm™,

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Mecanismo de reaccion del entrecruzamiento del PVOH con
acido citrico

El mecanismo de reaccion del entrecruzamiento entre el &cido citrico y la cadena de PVOH
sigue los mismos pasos descritos en el capitulo 1V para la funcionalizacion del PVOH, salvo
en el paso g, donde se muestra que la esterificacion ocurre en los tres grupos carboxilicos del
acido citrico, generando asi tres moléculas de agua por cada molécula de acido citrico. Es
importante destacar que la reaccion de los grupos carboxilicos puede suceder con diferentes
cadenas de PVOH o con la misma cadena a la que ya esta unida, como se muestra a
continuacion en la Figura 13.
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Figura 13. Mecanismo de reaccion de la esterificacion entre el PVOH vy &cido citrico donde se ve
favorecido el entrecruzamiento de las cadenas. Los incisos son descritos a detalle en el Capitulo 1V.
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5.3.2 Efecto del entrecruzamiento en la estructura quimica del PVOH
Con el fin de determinar la formacion de enlaces éster entre el acido carboxilico y el PVOH,

se realizd espectroscopia FTIR. En la Figura 14 se muestran los espectros del PVOH, AC,
PVOH-AC 1:0.02 y PVOH-AC 1:0.08.

Los espectros de PVOH-AC 1:0.02 y PVOH-AC 1:0.08 presentan sefiales caracteristicas del
grupo funcional éster, destacandose la banda alrededor de 2940 cm™, la cual corresponde a
la vibracion de alargamiento del CH> cerca del carbonilo de éster. Ademas, se observan
alteraciones en los grupos contiguos al grupo carbonilo que permiten confirmar que se llevo
a cabo la esterificacion de los grupos carboxilicos. Por ejemplo, es el caso de la banda en el
rango de 1431-1435 cm™ que es debida a la deformacion asimétrica del enlace CH,, tipica
de los acetatos [68].

Otra sefial importante es la banda en 1714 cm™, que se atribuye a la absorcion debida a la
frecuencia de alargamiento del carbonilo de éster (C=0). Asimismo, la banda en 1143 cm™
se debe a la vibracion de alargamiento del enlace C-O, mientras que la sefial en 1093 cm
corresponde al alargamiento asimétrico del enlace O-CH-C [68].
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Figura 14. Espectros FTIR de PVOH, Acido de citrico, las soluciones de PVOH y AC en relacién molar
1:0.02y 1:0.08
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Estas sefiales confirman la existencia exclusiva de grupos éster, sin presencia de acido
carboxilico, lo que implica que los carboxilos del &cido citrico reaccionaron completamente
para generar el entrecruzamiento.

Al realizar pruebas de inversion de fase mediante precipitacion por inmersioén con las
soluciones mencionadas anteriormente, se observo que si hubo formacion de membrana al
sumergirse en el solvente teta por lo que se continud la fabricacion con estas formulaciones.

5.4 Notas finales del capitulo

La adicion de &cido citrico en relaciones molares bajas (1:1.02 y 1:1.08) favorece el
entrecruzamiento de las cadenas de PVOH. Esto se debe a que la menor disposicion de
moléculas de &cido citrico favorece la reaccion de esterificacion de los tres grupos
carboxilicos de dicho acido con los grupos hidroxilo del PVOH. Esta conclusion se respalda
los resultados obtenidos mediante FTIR, en donde es evidente la presencia de sefiales
atribuibles a ésteres en lugar de las sefiales asociadas al &cido carboxilico del acido citrico.

Ademas, las soluciones PA0.02 y PA0.08 se probaron en un bafio de coagulacion, donde se
observd la formacion de membranas.
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Entrecruzamiento del PVOH-
funcionalizado con glicerol

“People like what science gives them, but not the questions that
science asks”

- Frankenweenie (2012)

6.1 Antecedentes

El glicerol estd presente en los sistemas vivos y es esencial en muchas rutas metabdlicas
importantes en las células. Lo que lo convierte en un compuesto no téxico y biodegradable,
al igual que el &cido citrico [62].

El glicerol es un monémero con alta funcionalidad, es decir, cuenta con 3 grupos hidroxilos
que favorecen la generacion de entrecruzamiento entre las cadenas (Figura 15). Por esta
razon, se afadid glicerol como agente entrecruzante a las soluciones de PVOH
funcionalizado. La presencia de grupos carboxilicos remanentes en el acido citrico permite
una segunda esterificacion con los hidroxilos del glicerol. Estas nuevas soluciones se
evaluaron para confirmar la formacion de membranas mediante el proceso de inversion de

fases.
oF

HO OH
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J
9 J9

Figura 15. a) Formula estructural del glicerol, b) asi como su modelo molecular.

6.2 Metodologia

6.2.1 Entrecruzamiento con glicerol

Con base en los resultados de la curva de calibracion, se tomo la decision de llevar a cabo el
entrecruzamiento con glicerol en las soluciones de PVOH:AC con relaciones molares de 1:1,
1:2'y 1:3. Lainclusion del glicerol tiene como objetivo favorecer el entrecruzamiento, ya que
durante las pruebas de inversion de fase se observo que un aumento en la cantidad de AC no
resultaba en la formacién de membrana, debido a la funcionalizacion y subsecuente alta
solubilidad. Una vez preparadas las soluciones en las proporciones mencionadas se adicion6
el glicerol en las relaciones molares 1.5, 2.5 y 3.5 con respecto al AC. Se realiz6 un disefio
de experimentos (DOE) factorial para determinar el efecto del glicerol en las propiedades
fisicas, grado de entrecruzamiento y biodegradabilidad. A continuacion, en la Tabla 5, se
presentan los experimentos a realizar, de acuerdo con el DOE.

Tabla 5. Resultados del DOE factorial realizado para la cantidad de glicerol.

Relacion molar

Experimento PVOH:-AC Moles Glicerol
1 1:1 15
2 1:1 2.5
3 1:1 3.5
4 1:2 15
5 1:2 2.5
6 1:2 3.5
7 1:3 15
8 1:3 2.5
9 1:3 3.5

La reaccidn se llevo a cabo a una temperatura de 110°C, con agitacion magnética constante
durante 3 horas, y se agreg06 glicerol gradualmente durante la reaccion.
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6.2.2 Caracterizaciones fisicoguimicas

6.2.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR)

Con el fin de identificar si la reaccion de esterificacion se realizo en la cadena polimérica de

PVOH se utilizo el espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 con la técnica de

reflectancia total atenuada (ATR).

Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente en un intervalo de nimero de onda de
550 - 4000 cm™, con 32 escaneos y una resolucion de 4 cm™,

6.3 Resultados y discusion

6.3.1 Mecanismo de reaccion del entrecruzamiento con glicerol del
PVOH previamente funcionalizado con &cido citrico

El mecanismo de reaccion del entrecruzamiento entre el glicerol y el &cido citrico unido a la
cadena de PVOH sigue los mismos pasos descritos en el capitulo 1V para la funcionalizacién
del PVOH, ya que se trata de la reaccion entre un alcohol y un acido carboxilico. En el paso
g se muestra que la esterificacién ocurre en uno de los dos &cidos carboxilicos restantes del
acido citrico. El glicerol, al tener tres grupos hidroxilo disponibles, puede unirse a otros
grupos carboxilo de diferentes cadenas funcionalizadas o de la misma cadena.
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PVOH

AC

o}
OH
o
+ H20 H20
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Figura 16. Mecanismo de reaccion de la esterificacion entre el PVOH y &cido citrico, seguido de su
entrecruzamiento con glicerol. Los incisos son descritos a detalle en el Capitulo V.

59



Capitulo VI

6.3.2 Efecto del entrecruzamiento con glicerol en la estructura
guimica del PVOH

Con el fin de determinar la formacién del entrecruzamiento con el glicerol y la cadena PVOH
funcionalizada, se realiz6 espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier. En la
Figura 17 se muestran los espectros del PVOH, AC, Glicerol, PVOH-AC-Glicerol 1:1:1.5y
PVOH-AC-Glicerol 1:3:3.5.

PA3G3.5——PAIGI1.S Glicerol AC—PVOH
i T (S
3432 1725 % 1
: | n 1430 |
2045 : 11411099
| 1723 14323

1144, 1097

Absorbancia (u.a.)

! B Yy j | )
] ' 1 ' 77 1 ' I i 1

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm'l)

Figura 17. Espectros FTIR de PVOH, Acido de citrico, Glicerol, las soluciones de PVOH, AC y Glicerol
en relacién molar 1:1:1.5y 1:3:3.5.

Considerando que ocurren dos esterificaciones, se espera observar sefiales caracteristicas del
grupo funcional éster, destacandose la banda alrededor de 2940 cm, la cual corresponde a
la vibracion de alargamiento del CH> cerca del carbonilo de éster. Ademas, se observan
alteraciones en los grupos contiguos al grupo carbonilo que permiten confirmar que se llevo
a cabo la esterificacion de los grupos carboxilicos. Por ejemplo, es el caso de la banda en el
rango de 1431-1435 cm™ que es debida a la deformacion asimétrica del enlace CH, tipica
de los acetatos [68].

Otra sefial importante es la banda en 1725.1723 cm™, que se atribuye a la absorcion debida a
la frecuencia de alargamiento del carbonilo de éster (C=0). Asimismo, la banda en 1144-
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1141 cm™ se debe a la vibracion de alargamiento del enlace C-O, mientras que la sefial en
1099-1097 cm! corresponde al alargamiento asimétrico del enlace O-CH.-C [68].

Estas sefiales confirman la existencia de grupos éster sin presencia de acido carboxilico, lo
que indica que los carboxilos del acido citrico reaccionaron completamente para generar el
entrecruzamiento tanto con la cadena de PVOH como con el glicerol.

Al realizar pruebas de inversion de fase mediante precipitacion por inmersion con las
soluciones que contenian glicerol se observo que solo algunas de ellas (ver Tabla 5) formaron
membrana al sumergirse en el solvente teta. Las soluciones que lograron formar membranas
se enlistan en la Tabla 6.

Tabla 6. Soluciones con glicerol que dieron a la formacion de membranas

Relacién molar

Membrana PVOH:AC Moles Glicerol
1 1:1 15
2 1:1 2.5
3 1:1 3.5
4 1:2 2.5
5 1:2 3.5
6 1:3 15

La no formacion de membranas puede deberse a que las propiedades del PVOH, el reactivo
que realmente forma la membrana se ven afectadas por la mayor presencia de otros reactivos.
Todas las membranas con una relacion 1:1 PVOH:AC y un exceso de glicerol lograron
formarse, lo que indica que hubo interaccion entre todos los reactivos para generar el
entrecruzamiento. Por otro lado, en la solucion con una relacion 1:2:1.5 PVOH:AC:Glicerol,
la falta de formacién de membrana puede deberse a la mayor proporcion de acido citrico, lo
gue mantiene una alta solubilidad en la solucién. Esto contrasta con las relaciones molares
1:2:2.5 y 1:2:3.5, en las cuales si se observd la formacion de membranas, posiblemente
debido a que el exceso de acido citrico reacciond. Finalmente, en el caso donde la cantidad
molar de &cido citrico es alta (3 molar), solo se observo la formacion de membrana con una
relacion molar de 1.5 para el glicerol. Es posible que, a mayores cantidades molares, el
excedente sea tal que la cadena polimérica, en lugar de entrecruzarse, quede simplemente
mezclada.

6.4 Notas finales del capitulo

La adicion excesiva de glicerol favorece la generacion de una segunda esterificacion de los
grupos carboxilicos que pudieran quedar libres. Esta conclusion se respalda en los resultados
obtenidos mediante FTIR, donde es evidente la presencia de sefiales atribuibles a ésteres en
lugar de las sefiales asociadas al &cido carboxilico del acido citrico. Ademas, las soluciones
con glicerol fueron sometidas a pruebas en un bafio de coagulacién, donde se observé que no
todas las soluciones lograron formar membranas. Esto sugiere en algunas relaciones, el
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glicerol no solo influye en el entrecruzamiento, sino que también puede afectar la capacidad
de formacién de membranas, posiblemente debido a un aumento en la solubilidad de la
solucion.
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CAPITULO VII

Preparacion de membranas

i3]

“If you are tired of membranes, you are tired of life

- Richard Bowen

7.1 Antecedentes

Las membranas utilizadas en hemodialisis se consideran el tipo de membranas mas
importantes para aplicaciones biomédicas, siendo el segundo campo més grande de uso de
membranas a nivel mundial, solo por debajo de la desalinizacién de agua [29]. Por lo tanto,
se utilizaran las soluciones sintetizadas de PVOH modificado para fabricar las membranas
correspondientes y proceder a su evaluacién bioldgica.

Las membranas de hemodidlisis fabricadas de PVOH:AC y PVOH:AC:Glic deben cumplir
con una separacion eficiente, asi como una alta biocompatibilidad y hemocompatibilidad.
Esta Gltima caracteristica es especialmente crucial, ya que es un requisito indispensable para
este tipo de membranas debido a su uso especifico. Este capitulo se centra en la fabricacion
de las membranas densas junto con la membrana electrohilada para crear un medio filtrante.
Inicialmente, se realizaron caracterizaciones bioldgicas que permitieron descartar las
soluciones que no cumplian con los requisitos de biocompatibilidad y hemocompatibilidad
segun las normas correspondientes. Posteriormente, se procedié a la caracterizacion
fisicoquimica del material para determinar sus propiedades térmicas, superficiales y de
absorcion de agua.

7.2 Metodologia

7.2.1 Preparacion de membrana densa

Para la preparacion de las membranas densas se utilizd la técnica por inversion de fase
mediante precipitacion por inmersion. Las soluciones acuosas de PVOH:AC o
PVOH:AC:Glic se vertieron sobre placas de vidrio a temperatura ambiente (~20°C) y se
distribuy6 con ayuda de una varilla de vidrio. Inmediatamente, la solucién sobre la placa de
vidrio se sumergié en un bafio de coagulacion que contenia acetona como solvente teta [69].
Las peliculas resultantes se mantuvieron sumergidas en el bafio de coagulacion hasta que se
desprendieron de la placa de vidrio, momento en el cual se retiraron con pinzas y se colocaron
en platos de teflon.
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7.2.2 Capa superior electrohilada

Las membranas densas obtenidas se dispusieron sobre el papel de aluminio, el cual se utilizé
como soporte para la recoleccion de las fibras electrohiladas. Las soluciones se electrohilaron
utilizado el equipo TL-01 marca Tong Li Tech. EI montaje consistio en una punta de calibre
7 G, una jeringa de 20 mL, una bomba de jeringa (SINO MDT SN-50F6), un colector de
tambor giratorio y una fuente de alto voltaje. Se aplicé un voltaje de 20 kV con un flujo de
0.5 mL/h, manteniendo una distancia de 15 cm entre la punta y el colector, una velocidad del
rotor fue de 300 rpm y un desplazamiento axial de 13.2 mm/s [70].

7.2.3 Post-tratamiento térmico
El proceso de post-tratamiento térmico se realizo utilizando la termobalanza Ohaus MB45-

2A0. Para determinar la temperatura 6ptima, se llevo a cabo un disefio experimental factorial
que evalud las temperaturas de 110°C y 120°C durante tiempos de 1, 1.5 y 2 horas. Las
diferentes combinaciones de estas variables se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados del DOE factorial

Experimento  Temperatura Tiempo
1 110 1.0
2 110 15
3 110 2.0
4 120 1.0
5 120 1.5
6 120 2.0

7.2.4 Caracterizacion biologica
7.2.4.1 Prueba de citotoxicidad. Ensayo MTT.

La evaluacion de la viabilidad celular se llevo a cabo mediante el ensayo MTT conforme a
la norma ISO 10993-5:2009 titulada “Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests
for in vitro cytotoxicity” [71]. Se usaron fibroblastos (3T3-P6) como linea celular en
concordancia con la norma ISO, los cuales fueron cultivados en una placa de microcultivo
de 96 pozos en una concentracion de 5 x 10° células/pozo en medio DMEM 1X. Una vez
sembradas, las células se incubaron durante 24 horas a 37 + 0.5°C (Figura 18).
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. 4

Figura 18. Ejecucién de la prueba de citotoxicidad. Se procede a colocar medio celular en una placa de
96 pozos.

Cada muestra se replico dos veces y se dividio la placa en 11 grupos: control negativo, control
positivo, blanco, PA0.02, PA0.08, PA1G1.5, PA1G2.5, PA1G3.5, PA2G2.5, PA2G3.5 y
PA3G1.5. Posteriormente, se midio la absorbancia utilizando MTT [bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. Este compuesto actia como indicador de viabilidad
en un ensayo colorimétrico basado en la actividad metabdlica de las celulas expuestas al
material en estudio. Durante el proceso, el MTT que inicialmente es de color amarillo se
reduce a Formazan que es color violeta en presencia de células metabolicamente activas. La
cantidad de Formazan se cuantificod midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 570
nm. (Figura 19).
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Reductasa
mitocondrial

Formazén

Figura 19. Para la medicién de las absorbancias se utilizé el fotometro para microplacas Multiskan FC
de la marca Thermo Scientific. La formacion de formazén es debido a la reaccion de oxidacion que
experimenta el MTT en la presencia de la reductasa mitocondrial que se encuentra en células
metabdlicamente vivas.

7.2.4.2 Prueba de hemocompatibilidad: Hemodlisis.
La hemocompatibilidad de las membranas fabricadas se evalué mediante un ensayo de

hemolisis, el cual se llevd a cabo siguiendo la norma Standard Practice for Assessment of
Hemolytic Properties of Materials (ASTM F756-17). La preparacion de las membranas para
el ensayo consistié en cortarlas en dimensiones de 1 x 1 cm (Figura 20). Luego, se preparo
una solucidn de eritrocitos y PBS (pH 7.2) en una relacion de 1:50, y se colocaron 8 mL de
esta mezcla en tubos conicos Eppendorf de 15 mL para cada muestra. En relacion con los
controles, el blanco se prepard exclusivamente con PBS, el control positivo contenia PBS
con Tritén X-100 y el control negativo consistio en la solucién de eritrocitos. El control
positivo es considerado 100 % hemolitico y el control negativo es 0 % hemolitico.
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Figura 20. Ejecucion de la prueba de hemdlisis. Los tubos Falcon contienen la solucién de eritrocitos en
presencia de los materiales a evaluar.

Las muestras fueron sumergidas en los respectivos tubos con la solucién eritrocitaria y se
incubaron durante 3 horas a 37 £ 0.5°C. Todos los tubos se invirtieron gentilmente cada 30
minutos. Al final de la incubacidon se centrifug6 cada tubo a 700 G durante 15 minutos. El
sobrenadante se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 mL y se midid la absorbancia a 540-541
nm utilizando un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop. El porcentaje de hemdlisis
se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

absorbancia muestra — absorbacia negativo

% Hemolisis = - — - — x 100
absorbancia positiva — absorbancia negativo

7.2.4.3 Coagulacion

Se evalu6 la agregacion plaquetaria con el fin de determinar si las membranas fabricadas
inducen la formacion de coagulos. Esto se determiné mediante turbidimetria, el cual es un
método que se basa en medir la densidad éptica de la agregacion de plaquetas cuando el
material de estudio se expone a plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas
(PPP). Los resultados obtenidos se compararon con las evaluaciones realizadas cuando el
material se expone a PRP y PPP que contiene una sustancia agonista como es la colagena.

La preparacion de las membranas para el ensayo consistio en cortarlas en dimensiones de 0.5
x 0.5 cm. Para obtener el PRP y PPP, se tomaron dos muestras de sangre en tubos de citrato
de sodio al 3.2% como anticoagulante, con una proporcion de 9 partes de sangre venosa por
una parte de anticoagulante. Las muestras se centrifugaron a 1 500 rpm durante 5 minutos, y
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el sobrenadante, que contiene el PRP, se extrajo y se colocé en un tubo de Falcon. El resto
del paquete globular se centrifugd nuevamente a 3 500 rpm durante 10 minutos para obtener
PPP.

Una vez obtenidos el PPP y el PRP, los tubos en los que se colocaron se protegieron de la
luz, no se agitaron ni se expusieron a cambios bruscos de temperatura para prevenir
alteraciones en las plaquetas que puedan afectar los resultados del ensayo (ver Figura 21).
Por cada tipo de membrana se utilizaron en total 4 tubos Falcon. En los primeros dos tubos
se colocaron 1 mL de PRP o PPP junto con 1 mL de agua estéril inyectable. En los otros dos
tubos se colocaron 1 mL de PRP o PPP junto con 1 mL de colagena. La exposicion al material
fue de 30 minutos y posteriormente se realizaron las lecturas en el turbidimetro Modelo 2D-
2A [72], [73], [74].

Figura 21. Ejecucion de la prueba de coagulacion. Tubos Falcon con las muestras de plasma rico en
plaguetas (PRP) (tubo izquierdo) y plasma pobre en plaquetas (PPP) (tubo derecho).

7.2.5 Caracterizacion termica
7.2.5.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC) es ampliamente utilizada en la
caracterizacion de materiales debido a su capacidad para evaluar cambios en las propiedades
térmicas. El procedimiento experimental utilizado en el analisis DSC con el equipo Q200 de
TA Instruments se describe a continuacion. Las muestras fueron calentadas en un intervalo
de temperatura de -50 a 300°C a una velocidad de calentamiento de 20 min/°C y luego
enfriadas a temperatura ambiente. Se repitieron dos ciclos de calentamiento y enfriamiento
por muestra, utilizando nitrdgeno como gas de purga a una velocidad de flujo de 50 mL/min.
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7.2.6 Caracterizacion superficial

7.2.6.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el objetivo de examinar la morfologia de las capas, tanto densa como electrohilada, las
muestras generadas se observaron utilizando Microscopia Electronica de Barrido en el
equipo FEI-ESEM QUANTA 250 utilizando un alto vacio. Las muestras se montaron sobre
un pin de aluminio con tintura de plata y posteriormente, fueron recubiertas con oro durante
60 segundos. La seccion transversal de las membranas se observo haciendo un corte
criogénico y se montaron en pines verticales utilizando cinta de carbono.

Las imé&genes se procesaron utilizando el programa ImageJ 1.54g para determinar el didmetro
de la fibra, el tamafio de los poros y el espesor de las membranas. Para medir el didmetro de
la fibra, se analizaron imégenes de SEM con una magnificacion de 20 000x, obteniendo
aleatoriamente 450 mediciones por membrana. En cuanto al tamafio de los poros, se
realizaron 200 mediciones aleatorias en imagenes de SEM con una magnificacion de 10 000x
para las membranas que contenian Gnicamente acido citrico. Para la membrana con glicerol,
se utilizaron imagenes con una magnificacion de 2 500x debido al mayor tamafio y menor
distribucion de los poros. Finalmente, para medir el espesor de las membranas, se llevaron a
cabo 100 mediciones aleatorias por membrana en imagenes con una magnificacion de 600x.

7.2.6.2 Microscopia de fuerza atomica (AFM)
El analisis de AFM de las membranas de PVOH modificado se realizé utilizando el

microscopio de fuerza atbmica Bruker, modelo X. La preparacion de la muestra consistio en
recortar las membranas a dimensiones de 1 X 1 cm y colocarlas en el soporte metalico con
cinta doble cara, para minimizar los cambios superficiales que podrian afectar el proceso de
escaneo. Se utilizo el modo de contacto con un area de escaneo de 25 x 25 um.

7.2.6.3 Determinacion de la porosidad
La determinacion de la porosidad se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Liu et al

[75]. Las membranas se cortaron en fragmentos de peso similar, los cuales se registraron
como Wr y se secaron en la termobalanza Ohaus MB45-2A0 a 80°C durante 1 hora. Se
utilizaron vasos de precipitados de 50 mL, lo cuales se pesaron vacios, registrado este peso
como W1. A continuacion, se afiadio el fragmento de membrana y se incorporo acetona como
solvente inerte (densidad p,=0.792 g/cmq) registrando el peso de todo el sistema como Wa.
Para asegurar la eliminacion del aire de los poros de la membrana, se sometié la solucién a
ultrasonido durante 5 minutos. Después, se retiraron las membranas de la acetona y se
pesaron, obteniendo el peso Ws. De este modo, el volumen de acetona corresponde al
volumen de los poros en las membranas. La porosidad (P) se calcul6 utilizando las siguientes
ecuaciones.

WZ_WI_Wm

V, =50 —
g Pn
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Donde p, es la densidad de la membrana (g/cm?), V; es el volumen de la membrana (cmd)y
V, es el volumen de la acetona en los poros (cm?®). Se realizaron tres réplicas para cada
membrana.

7.2.7 Caracterizacion de la hidrofilicidad

7.2.7.1 Angulo de contacto
Para determinar la naturaleza hidrofilica de las membranas, se llevaron a cabo mediciones de

angulo de contacto utilizando el Gonidémetro marca Biolin Scientific modelo Theta Lite. Las
fotografias fueron capturadas con el software de imagen One Attetion. Se cortaron segmentos
de membranas con doble capa en dimensiones de aproximadamente 0.5 x 0.5 cm y se agreg6
una gota de agua desionizada (3 pl) a temperatura ambiente mediante una jeringa [48], [76],
[77]. Las mediciones de &ngulo de contacto para todas las membranas se realizaron en el
fotograma correspondiente a 4 segundos después de depositar la gota. Se utilizé el programa
ImageJ 1.54g con el método Low-Bond Axisymmetric Drop Shape Analysis for Surface
Tension and Contact Angle Measurements of Sessile Drops (LBADSA) el cual se basa en la
ecuacion de Young-Laplace para la medicion del angulo de contacto y tensiones superficiales
[78]. Se realizaron diez réplicas para cada membrana y los valores promedio fueron
reportados.

7.2.7.2 Porcentaje de absorcion de agua
Para determinar la cantidad de agua que pueden absorber las membranas, se cortaron tres

pedazos del material del mismo peso. Las membranas se secaron durante 1 hora a 80°C en la
termobalanza Ohaus MB45-2A0. Después del secado, se dejaron durante 10 minutos en el
desecador. Las membranas secas se sumergieron en 50 mL de agua desionizada a un pH de
7.35-7.45, que corresponde al pH de la sangre de acuerdo con la literatura [79]. El peso de
las membranas hidratadas se midié cada 2 minutos hasta mostrar un peso estable. Antes de
pesarlas, se sacudio el exceso de agua de la superficie de las membranas. La relacion entre el
peso de la membrana hidratada y el peso de la membrana seca se define como grado de
hinchamiento, el cual se determina a partir de la siguiente expresion:

., Wh - Vs
% Absorcion de H,0 = . X 100%

N
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Donde W), es el peso de la membrana hidratada y W; es el peso de la membrana seca. El
grado de hinchamiento se llevd a cabo por triplicado y los resultados se expresaron como
promedio + desviacion estandar. La grafica se realizo en el programa Origin.

7.2.8 Desempefio
7.2.8.1 Permeabilidad

Los ensayos de permeacion en la celda de Franz son un primer paso para determinar si las
especies de interés (&cido Urico, creatinina y urea) son separadas por las membranas. Se
cortaron fragmentos de membrana de 47 mm de didmetro, los cuales se colocaron entre el
compartimiento donador y el receptor de la celda. Las celdas de difusién de Franz cuentan
con un volumen de 75 mL en el compartimiento receptor, en este compartimiento se afiadio
buffer de fosfato salino (PBS) con un pH de 7.4 manteniéndose a una temperatura de 37 +
1.00°C y con una agitacién constante de 100 rpm (ver Figura 22). Después de colocar la
membrana que separa ambos compartimientos, se afiadio el medio donador, compuesto por
una solucion de suero:PBS en proporcion 1:5, con un volumen aproximado de 5 mL. El suero
fue obtenido de muestras de sangre humana sin padecimientos renales registrados. Se
tomaron alicuotas de 0.5 mL del compartimiento receptor en intervalos de 15 minutos (15,
30, 45, 60, 75 y 90 minutos), reponiendo el medio en el compartimiento receptor con PBS
después de cada extraccion [80], [81]. Debido a la cantidad de suero disponible en las
muestras de sangre, se realizo una repeticion por membrana.

Medlo
donador
Ué

(

//.\
receptor \

Figura 22. Esquema de la celda de Franz (elaboracién propia).

La cuantificacion de los analitos acido urico, creatinina 'y urea en las alicuotas se llevd a cabo
utilizando la metodologia de quimica seca mediante tiras reactivas para la prueba de funcion
renal. Los resultados fueron graficados utilizando el programa Origin.
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7.2.9 SEM: Caracterizacion de membranas empleadas en la
evaluacion de eficiencia con celda de Franz.

Las membranas utilizadas en la celda de Franz se observaron bajo Microscopia Electronica
de Barrido en el equipo FEI-ESEM QUANTA 250 a alto vacio. Las muestras se montaron
sobre un pin de aluminio con tintura de plata y posteriormente, fueron recubiertas con oro
durante 60 segundos. También se realiz6 un estudio de la composicion quimica
semicuantitativa con la técnica de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).

7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Preparacion de membranas
Como se detallé en los capitulos anteriores, se observd que las soluciones con relaciones

molares bajas de AC (0.02 y 0.08) si formaban membranas, mientras que las soluciones con
altas relaciones molares de AC no lo hacian. Que no se puedan formar peliculas se atribuye
al exceso de &cido citrico, el cual promueve mayoritariamente la funcionalizacién, y no
necesariamente el entrecruzamiento de la cadena de PVOH, y como consecuencia, una
cantidad considerable de grupos carboxilo permanecen libres aumentando la capacidad de
solvatacion. Con base en esto, se propuso la adicién de glicerol como agente entrecruzante
mediante una segunda esterificacion. Para ello, se hizo un disefio de experimentos factorial
(DOE) para evaluar el efecto del glicerol y el &cido citrico (Tabla 5).

En cuanto la apariencia de las membranas, en general presentan una coloracion blanquecina;
sin embargo, aquellas que contienen glicerol tienden a ser mayormente traslicidas. Todas las
membranas son flexibles y muestran resistencia al agua (no se disolvieron) después de haber
sido térmicamente tratadas durante 1 hr a 110°C (Figura 23).

Figura 23. Fotografia de membranas densas del DOE mostrado en la Tabla 5.
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7.3.2 Citotoxicidad

La compatibilidad de las membranas preparadas es un parametro critico debido a que es un
material que se pretende utilizar en contacto con sangre, el cual es un fluido que comprende
de células sanguineas. Para evaluar esto, se determind la absorbancia del medio celular
expuesto al material utilizando el ensayo MTT. Se utilizd la linea celular de fibroblastos
embrionarios de ratén 3T3 y se expuso a las diferentes membranas durante 24 horas. Para
considerar que un material no es citotdxico, se busca la formacion de formazén, que se genera
a partir de la reduccion de sales de tetrazolio como el MTT, proceso que solo ocurre en
presencia de células metabdlicamente activas, ver Figura 24.

Reductasa
mitocondrial

—

Figura 24. La formacion de formazan se debe a la reaccion de oxidacion que experimenta el MTT en
presencia de la reductasa mitocondrial, presente en células metabolicamente activas (elaboracion

propia).
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Figura 25. Absorbancias promedio con su desviacion Estandar (SD, por sus siglas en inglés) (n=2).
Significancia estadistica: *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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En la Figura 25 se muestra el analisis estadistico de los datos, se utiliz6 el software GraphPad
Prism 9, utilizando una prueba ANOVA con comparaciones multiples. Se establecio un nivel
de significancia alfa del 95% de confianza con un valor de P de 0.05. Se compararon las
absorbancias de todas las membranas evaluadas con el control negativo, que mostré una
absorbancia de 0.64, y el control positivo que contenia un agente citotdxico, con una
absorbancia de 0.38.

Las membranas que presentaron mayor absorbancia fueron PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5, con
valores de 1.31, 1.00 y 0.94, respectivamente. Los valores para estas membranas fueron
significativamente superiores al control negativo, lo que sugiere que se favorecio la
proliferacion celular. Incluso en el peor de los casos, la absorbancia no decayd al mismo valor
del control positivo.

Estos resultados sugieren que las membranas fabricadas con la menor cantidad de &cido
citrico favorecen la biocompatibilidad. En cuanto a la proporcion de glicerol, se observé que
bioldgicamente es mas benéfica con la relacion molar 1:2.5 de AC:Glic.

7.3.3 Hemolisis.

La hemolisis se define como la ruptura de eritrocitos, y por consecuencia, la liberacion de su
contenido en el medio circundante. El porcentaje de hemdlisis refleja la proporcién de
glébulos rojos que se hemolizan al entrar en contacto con el material en evaluacion [82].

Para el analisis estadistico de los datos, se utilizé el software GraphPad Prism 9, utilizando
una prueba ANOVA con comparaciones multiples. Se establecid un nivel de significancia
alfa del 95% de confianza con un valor de P de 0.05.

Los porcentajes de hemolisis obtenidos para la serie de membranas fabricadas con &cido
citrico y/o glicerol se presentan en la Figura 26b los valores que se encuentran por debajo del
5 % de hemodlisis, el cual representa el limite establecido por la norma ASTM F756-17 para
gue un material se considere no hemolitico.

Los gréficos revelan que las membranas PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5 se sittan dentro de este
intervalo, siendo la membrana PAO0.02 clasificada como no hemolitica (0-2 %) y las
membranas PA0.08 y PA1G2.5 ligeramente hemoliticas (2-5%) [83].
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Figura 26. Los datos son expresados como Promedio + Desviacion Estdndar (SD) (n=2). Significancia
estadistica: *P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001. a) Se muestra el porcentaje de hemdlisis
para todas las muestras; b) se hace un zoom a la gréfica para destacar aquellas que estan por debajo del
5% de hemdlisis de acuerdo con lo descrito por la norma ASTM F756-17.
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7.3.4 Coagulacion
Cuando ocurre una lesion tisular se activa la repuesta hemostatica que comprende un proceso

complejo el cual regula la activacion de proteinas de coagulacion, plaquetas y componentes
de la pared vascular para formar tapones hemostaticos y trombos oclusivos que detengan el
sangrado [84]. Los eventos que suceden se pueden englobar en tres fases: iniciacion,
extension y estabilizacion. Durante la fase de iniciacion, las plaquetas que circulan son
reclutadas al sitio de la lesion a través de interacciones adhesivas entre el factor de von
Willebrand (VW) unido a las fibras de colageno en la pared del vaso y el complejo receptor
GPIb-1X-V de las plaquetas. En la fase de extension, se reclutan plaquetas adicionales de la
circulacion para formar un agregado plaquetario mediante la cohesion plaqueta-plagueta.
Una vez formado el tapdn hemostatico deben condensarse y anclarse firmemente en el sitio
de lesion para resistir la fuerza de la sangre en movimiento y prevenir una nueva hemorragia
[84].

Las plaquetas son componentes cruciales de la sangre y su principal funcion es detener el
sangrado después de una lesion en los vasos sanguineos. Las plaquetas son fragmentos
pequefios de 2 a 3 um [85]. De todas las respuestas funcionales plaquetarias, la agregacion
es probablemente la mas ampliamente investigada [86]. Cuando se produce una interrupcién
en el endotelio, las plaquetas se acumulan en el sitio de lesion del vaso sanguineo, a esto se
le conoce hemostasis primaria y sigue los procesos detallados anteriormente. La hemostasia
primaria es seguida por un proceso secundario que implica la activacion de la cascada de
coagulacién con la deposicion de fibrina, la cual estabiliza el trombo inicial [85].

L\-':.-,'/.! \‘\-:.,/C
¥ Transmision de luz 1 Transmision de luz
1 Turbidez ¥ Turbidez

Figura 27. Esquema donde la imagen de la izquierda ejemplifica la falta de transmisién de la luz a través
de plasma sin agregacién plaquetaria (turbio) y la imagen de la derecha, el caso donde se induce la
agregacion plaquetaria de grandes conglomerados, esto permite el paso de la luz y se considera como una
disminucion en la turbidez (elaboracion propia).
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Para la medicion de la agregacion plaquetaria se utilizo el método turbidimétrico, en el cual
la cantidad de luz transmitida depende de la suspension de plaquetas, esto proporciona una
medida de la densidad Optica de la suspensién [86]. De acuerdo con la literatura, la turbidez
de particulas pequefias es directamente proporcional a su masa, pero a medida que se forman
agregados mas grandes, puede producirse una disminucion de la turbidez (Figura 27) [87].
Es asi como el sistema de deteccion Optica se basa en cambios de la medicion de la turbidez
como un cambio en la luz transmitida, lo cual es proporcional a la extension de la agregacion
plaquetaria inducida por la adicion de un agonista [88].

Los agonistas mas utilizados en las pruebas in vitro son el ADP, la colagena, la epinefrina y
el acido araquidonica y lo que hacen es simular la agregacion plaquetaria. En particular, la
coldgena es un componente del subendotelio de las paredes venosas. Las plaquetas tienen
dos receptores para colagena, el integrin a,f;, con un mayor papel en la adhesion y anclaje
de las plaquetas, y un miembro de la familia Ig, GPVI, principal responsable del sefialamiento
y activacion plaquetaria [89].

En la Figura 28 se presentan los resultados de poner en contacto las membranas con PRP y
PPP, en el inciso a Gnicamente con el material y en el inciso b con la presencia de un agonista
como la colagena. Lo que se busca es que el material no interfiera con el proceso de
coagulacién, el usar un agonista permite comparar los resultados, ya que se conoce el
comportamiento de agregacion con colagena [90].
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Figura 28. a) Turbidez medida de la agregacion plaquetaria de PRP y PPP cuando se exponen las
membranas durante 30 minutos sin la presencia de agonista, b) Turbidez medida de la agregacién
plaguetaria de PRP y PPP cuando se exponen las membranas durante 30 minutos con colagena como
agonista.

Como se observa en el grafico a, las membranas en el PRP y PPP exhiben una turbidez
superior al control. Lo ideal es que el material no interfiera con la agregacién plaquetaria por
lo que es necesario verificar los cambios respecto al control. Estos cambios deben ser leves
pues de otra forma podria haber dafio en las plaguetas. En este caso, los resultados, de mas
favorables a menos favorables, son: PA0.08, PA0.02, PA2G3.5, PA2G2.5, PA1G2.5,
PA1Gl.5, PA3G1.5y PA1G3.5.

En el caso de la grafica con el agonista, se observa un incremento en la agregacién de las
plaquetas, lo que genera tamafios de particula mas grandes y, como consecuencia, una
disminucion de la turbidez [87]. Por eso, la turbidez del control del PRP y PPP es mucho
menor cuando estd presente la colagena. Como se desea que el material tenga un efecto
regulador sobre la activacion y agregacion plaquetaria inducida por colagena, idealmente se
espera que las membranas presenten una mayor turbidez en comparacién con el control. Por
lo tanto, las membranas, de mas favorable a menos favorable, son: PA1G1.5, PAO0.08,
PA2G3.5, PA0.02, PA3G1.5, PA1G2.5, PA2G2.5 y PA1G3.5.

Considerando los resultados de las membranas en la coagulacién y sumado a las pruebas de
MTT y hemodlisis, se puede concluir que las tres mejores membranas para continuar su
evaluacion fisicoquimica son PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5.

7.3.5 Componente filtrante: Capa electrohilada
A partir de los datos bioldgicos, se decidid continuar con tres de las soluciones que mostraron

mejores resultados, las cuales fueron PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5.
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Se opto por evaluar cada una de las soluciones para determinar si podian electrohilarse.
Durante la experimentacion, se observo que la solucion PA1G2.5 no es adecuada para
utilizarse en esta técnica. Durante el proceso de electrohilado se pudo observar la formacion
del cono de Taylor; sin embargo, al depositar las aparentes fibras sobre el papel de aluminio,
inmediatamente se formaban gotas de solucién. Esto puede explicarse por la alta
hidrofilicidad y humectabilidad de la solucion debido a la presencia del glicerol. Es probable
que se presenten algunos OH libres del glicerol que no entrecruzaron, sumados a aquellos
OH del acido carboxilico. Lo anterior puede explicar por qué el agua no se evapora
completamente y, por lo tanto, las fibras se depositan himedas. En cambio, las soluciones
con concentraciones molares de 0.02 y 0.08 generaban fibras secas y formaban una pelicula.
Las soluciones con menores cantidades molares favorecen el entrecruzamiento lo que
disminuye la cantidad de OH libres y una menor humectabilidad. La solucién de PA0.02
demostré un mejor desempefio durante el proceso de electrohilado, ya que se pudo
electrohilar de manera continua y uniforme.

Ademas, se notd que la membrana electrohilada era muy delgada, por lo que se decidio
utilizar las membranas densas como soporte y depositar una capa electrohilada utilizando la
solucién que se procesé adecuadamente, que fue la PA0.02. La solucién anterior también se
eligio debido a su alta biocompatibilidad. Se colocaron membranas densas de PAO0.02,
PAO0.08 y PA1G2.5 sobre el papel aluminio el cual se montaba sobre el rotor y se electrohild
sobre ellas. La generacion de dos capas puede tener implicaciones interesantes en la
distribucion y tamafio de poro para lograr una mayor selectividad en el paso de las toxinas
urémicas (Figura 29ay b).

g

&

Figura 29. a) Membranas densas con capa de PA0.02 electrohilada; b) esquema ilustrativo del acomodo
de las capas.
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7.3.6 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El andlisis térmico mediante DSC es ampliamente utilizada en la caracterizacion de
materiales debido a su capacidad para evaluar cambios en las propiedades térmicas como son
cambios en transiciones de la temperatura de transicion vitrea (Tg), la temperatura de fusion
(Tm) y la temperatura de cristalizacion (T¢), asi como las entalpias asociadas a cada proceso
presente en la muestra polimérica.

Las membranas fabricadas consisten en una matriz polimérica quimicamente modificada,
cuyo polimero de partida fue el PVOH, un polimero con estéreo regularidad atactica pero
que gracias a la presencia de enlaces con el hidrogeno exhibe caracter semi-cristalino, lo que
en términos de transiciones esperamos observar de dos tipos, las que corresponde a la parte
amorfa y las que corresponde a la parte cristalina [52]. EI PVOH también se clasifica dentro
de la familia de los termoplasticos, especificamente en los plasticos suaves, lo que implica
que se puede reprocesar [52]. En ese contexto, en el segundo ciclo del termograma del PVOH
se observaron dos transiciones térmicas. La primera corresponde a la Tg alrededor de
73.83°C. La Tg se puede definir como el movimiento coordinado de al menos 50 4tomos de
carbono, por tal motivo en la Figura 30a se colocan esquemas de como se mueven las cadenas
poliméricas a la temperatura mencionada. Este movimiento de las cadenas poliméricas esta
influenciado por la flexibilidad de éstas para rotar, asi como por las interacciones que existan
en la cadena. Ambos aspectos estan estrechamente ligados con los grupos funcionales
presentes. La segunda es una transicion de fusion en 201.01°C con una entalpia de 18.61 J/g,
en donde las cadenas poliméricas presentan un movimiento mas fluido. Se observé ademas
la transicion exotérmica a 124.15°C, correspondiente a la temperatura de cristalizacion,
durante la cual las cadenas poliméricas se reordenan.

En cuanto al &cido citrico monohidratado, al tratarse de un sélido cristalino, presenta un pico
de fusién a 154.06°C (Figura 30b). La transicion endotérmica a 59.96°C se atribuye a la
desolvatacion de la molécula de agua de acuerdo con la literatura [91]. Por otro lado, el
glicerol, no muestra un acomodo ordenado por lo que se considera amorfo y lo que se
esperaria ver es una Tg. En el termograma (Figura 30c), la Tg del glicerol se observa
alrededor de -85.45°C, valor similar al reportado en la literatura [92].
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Figura 30. a) Termograma del PVOH, donde se esquematiza lo que sucede con las cadenas poliméricas
en cada una de las transiciones térmicas; b) Termograma del &cido citrico monohidratado; c)
Termograma del glicerol.

Por otro lado, se realizo la evaluacién de las propiedades térmicas de las membranas densas
(ver Figura 31). La informacion obtenida a partir de los termogramas indicé que la membrana
densa de PA0.02 tiene una Tg en 83.69°C y una Tm a 171.58°C. La presencia de la Tm indica
que aun hay una fraccion que mantiene un acomodo regular, aunque en menor medida que el
PVOH puro. Lo que pudo suceder en este caso es que el entrecruzamiento con &cido citrico
incremento el tamafio del plegado entre las cadenas y mantiene la region arreglada, lo que
explica la reduccion de la Tm con respecto al polimero puro. En la membrana densa de
PAO0.08, se observa la presencia de una Tg mayor y no se aprecia una Tm, lo que implica la
ausencia de la fraccién regular. Esto significa que el entrecruzamiento de las cadenas de
PVOH con acido citrico ha sido tan significativo que provoc6 cambios en el comportamiento
térmico del material, desapareciendo la zona cristalina, lo cual es 16gico pues ya no se permite
el arreglo regular de las cadenas. Este comportamiento también se observa en la membrana
con glicerol, que es indicativo de que ocurrio el entrecruzamiento del glicerol con el PVOH
funcionalizado con acido citrico.
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Figura 31. Termogramas de las membranas densas PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5. Se esquematiza la
disposicion del polimero conforme se incrementa la cantidad de &cido citrico, donde las lineas moradas
corresponden a la cadena de PVOH vy las lineas azules representan el entrecruzamiento de las mismas.
Se puede notar la desaparicion de la fraccion cristalina conforme aumenta la cantidad de &cido citrico.
Para visualizar mejor el cambio en la Tg con respecto al aumento del &cido citrico, se presenta
la gréfica de la Figura 32 que relaciona los valores de Tg y Tm con la cantidad de &cido
citrico. Lo que se puede destacar es que se muestra un comportamiento lineal, es decir, a
medida que aumenta la cantidad de agente entrecruzante incrementa la Tg y, por otro lado,
la Tm tiende a desaparecer. Esto es congruente con las observaciones previas, ya que al
incrementar el agente de entrecruzamiento se dificulta la movilidad de las cadenas
poliméricas, como consecuencia de la interaccion del agente de entrecruzamiento con éstas,
y por ende se reduce la capacidad de generar volumen libre, por ello se requiere de mayor
energia y el valor de Tg se incrementa. Ademas, el grado de entrecruzamiento puede ser tal
que no permita el arreglo ordenado de las cadenas poliméricas y por ello no se presenta la
fusion.
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Figura 32. Modificacién de la Tg y la Tm con respecto al aumento del acido citrico en las membranas
densas fabricadas.

Con relacion a los termogramas de las membranas densas con una capa de electrohilado, se
observd la presencia de una Tg, donde en la Figura 33 se hace la comparativa de las
transiciones obtenidas para estas muestras. La Tg se registré a 98.44, 122.35y 179.69°C para
PA0.02DEH, PA0.08DEH y PA1G2.5DEH, respectivamente. Como se puede notar, el valor
de la Tg aumenta conforme aumenta la cantidad de acido citrico y, en el caso de la membrana
con glicerol, tiene el valor mas alto que puede atribuirse a que hay mayor entrecruzamiento
por parte del glicerol. EI aumento en el valor de la Tg esta relacionado con mayor restriccion
al movimiento de las cadenas poliméricas, debido a que existe mayor entrecruzamiento de
éstas, lo que requiere mas energia para crear espacio libre y promover dicho movimiento
[93]. La membrana con glicerol mostré una segunda Tg en 104.31°C, la aparicion de esta
segunda transicion se debe a que el glicerol esta haciendo un efecto plastificante.
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Figura 33. Termogramas de las membranas con una capa densa y otra electrohilada. Se presenta el
esquema de la matriz polimérica entrecruzada, donde las lineas moradas corresponden a la cadena de
PVOH vy las lineas azules representan el entrecruzamiento de las mismas. Las esferas naranjas
representan las moléculas de glicerol, que pueden funcionar como plastificante al acomodarse entre las
cadenas y favorecer la formacién de espacio libre.

7.3.7 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Con el objetivo de examinar la morfologia de las muestras generadas, éstas se observaron

mediante Microscopia Electronica de Barrido. Se examind tanto el lado denso como el lado
con fibras no entretejidas de las membranas, asi como su espesor en conjunto.

El lado denso mostro la presencia de porosidades cuyo tamafio aumentaba mientras que su
distribucion disminuia a medida que aumentaba la cantidad de &cido citrico. Para determinar
cuantitativamente estos cambios, se midi6 el tamafio de los poros y se elaboraron histogramas
a los cuales se ajustd un modelo gaussiano (Figura 34). Para la membrana PA0.02, el tamafio
promedio de los poros fue de 487 nm. En el caso de la membrana PAO0.08, se tuvo una
distribucion bimodal, con tamafio promedio de poro de 355.76 y 606.25 nm. Por otro lado,
en la membrana con glicerol, también con distribucion bimodal, se observaron cavidades,
alcanzando los 5.923 y 13.212 ym. La determinacion de la distribucion del tamafio de los
poros es importante en la determinacion de las propiedades de corte molecular. El tener una
distribucion amplia permite la remocion de moléculas de tamafios variados [94], [95].
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Figura 34. Imagenes de SEM de las diferentes muestras, obtenidas por electrones secundarios y una
magnificacion de 20 000x. Los histogramas corresponden a las mediciones realizadas en dichas imagenes
de SEM.
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La diferencia notable en el tamafio de los poros de las membranas fabricadas con glicerol
podria deberse al efecto plastificante del glicerol, el cual, al ser una molécula pequefia en
comparacion con la cadena polimérica de PVOH, se difunde con mayor facilidad. Como
resultado, la molécula de glicerol parece ocupar los espacios dentro de la matriz polimérica,
evitando la formacion de poros méas pequefios. El efecto plastificante del glicerol en las
membranas es apoyado por los resultados observados en los termogramas de esta muestra,
donde se observo la aparicion de una transicion térmica atribuida a este fenémeno. Esto
sugiere que una fraccion del glicerol no esta entrecruzada, y esté generado espacio libre entre
las cadenas. El espacio libre, también conocido como volumen libre, es el espacio interno
entre las cadenas de polimero. La funcién principal de los plastificantes es aumentar el
volumen libre dentro del polimero al reducir las fuerzas intermoleculares entre las cadenas,
incrementando asi su movilidad y confiriéndole propiedades mas flexibles y elasticas.
Ademas, los plastificantes pueden generar enlaces secundarios con las cadenas poliméricas,
rellenando los espacios vacios y contribuyendo a la modificacién de las propiedades
mecanicas del material [96].

Por otro lado, se examiné el area electrohilada y se midio el diametro de las fibras (Figura
35). En las imégenes obtenidas se detectaron fibras que no eran visibles con microscopia
Optica. También se identificaron defectos tipo rosario, considerados como productos no
deseados debido a que reducen el area superficial [97]. Los didmetros promedio de las fibras
de las membranas PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5 fueron de 68, 71y 80 nm respectivamente, lo
que permite categorizarlas como nanofibras. Segun la literatura, las nanofibras son fibras
solidas con un didmetro inferior a 100 nm y una longitud mayor que su diametro [98]. El
modelo gaussiano se ajustd a los histogramas y se encontré que la R? fue superior al 90% en
las muestras.
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Figura 35. Imagenes de SEM, obtenidas por electrones secundarios, con una magnificacion de 20 000x.
Los histogramas corresponden a las mediciones realizadas en dichas imagenes de SEM.

En cuanto al espesor de las membranas, los valores promedio para PA0.02, PA0.08 y
PA1G2.5 fueron de 76, 63 y 66 um, respectivamente. La membrana PA0.08 mostré la mayor
desviacion en la distribucion gaussiana.
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Figura 36. Imagenes de SEM, obtenidas por electrones secundarios, con una magnificacion de 600x. Los
histogramas corresponden a las mediciones realizadas en dichas imagenes de SEM.

Se corrobora la presencia de cavidades y no de poros en la muestra PA1G2.5, lo cual es
consistente con lo mencionado anteriormente, ya que es consecuencia de la difusion del
glicerol en la matriz polimérica.

7.3.8 Microscopia de fuerza atdmica (AFM)

Se llevé a cabo la caracterizacion de las muestras mediante microscopia de fuerza atomica
(AFM, por sus siglas en inglés) para evaluar la topografia de la superficie de las membranas
fabricadas. La superficie de las membranas puede evaluarse comparando sus parametros de
rugosidad, mediante la rugosidad promedio (Sa) y la rugosidad cuadratica media (Sq). La Sa
es un parametro estadistico que se consigue por la media de valores absolutos de las
desviaciones de la superficie por arriba y por abajo del area de muestreo [99]. Las superficies
con un Sa bajo se consideran mas lisas, mientras que un Sa alto indica una superficie mas
rugosa. Por otro lado, la rugosidad cuadratica media (Sq) es otro pardmetro de dispersion que
representa la desviacion estandar de las alturas de la superficie [99].

Los resultados obtenidos se presentan a continuacién en las tablas Tabla 8, Tabla 9Tabla 10.
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Tabla 8. Imagenes 3D de AFM de ambos lados de las membranas de una sola capa, denominadas
membranas densas (D). Los valores de la rugosidad cuadratica media (Sq) y la rugosidad promedio (Sa),
se presentan debajo de cada imagen para cada lado. El lado A corresponde al lado mas brillante, que
esta en contacto con el ambiente, mientras que el lado B es el lado opaco, que se encuentra en contacto
con la placa de vidrio.

Lado A Lado B
34um r 1,7 ym
=)
[a\}
< 0,0 ym
< 00pm
£
Sq =480.75 nm \ Sa =385.55 nm Sq=215.35 nm Sa=162.15 nm
o)
g a 0,00 ym
>
A
Sq=190.1 nm ‘ Sa=153.55 nm Sq =73.07 nm Sa=50.98 nm
Q ) 6,0 um|
w
('\i 0,00 pm
U 0,0 ym|
o
&
Sq =959.4 nm ‘ Sa=782.95 nm Sq=57.76 nm Sa=45.82 nm

En las membranas densas, ambas caras presentan caracteristicas diferentes. El lado A muestra
una mayor porosidad, lo cual se refleja no solo en las iméagenes obtenidas, sino también en el
valor elevado de la rugosidad promedio en comparacién con el lado B. Este Gltimo, con
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menor diferencia de valles y crestas, asi como menor porosidad, por lo que puede
considerarse una superficie relativamente lisa.

La membrana PA0.08D, con los valores mas bajos de Sa y Sq en ambos lados, es la que
presenta, en promedio, la menor rugosidad de las tres membranas analizadas. Esto la
convierte en la mas favorable, ya que se ha reportado que las superficies rugosas tienden a
ensuciarse mas facilmente debido a su mayor area superficial, lo que incrementa los puntos
de contacto entre la superficie y los compuestos que causan el ensuciamiento. Ademas, la
rugosidad afecta otras propiedades de la membrana, como el &ngulo de contacto, la carga
superficial y la hidrodinamica, las cuales también pueden influir en la tasa de ensuciamiento
[100].

Tabla 9. Imégenes 3D de AFM de ambos lados de las membranas de dos capas, denominadas membranas
densas y electrohiladas (DEH). Los valores de la rugosidad cuadratica media (Sq) y la rugosidad

promedio (Sa), se muestran debajo de cada imagen para cada lado. En cada caso, el lado A corresponde
a la capa electrohilada, mientras que el lado B representa la capa fabricada mediante inversion de fase.

Lado A Lado B

0.48 ym

PA0.02DEH

Sq=32345nm | Sa=259.05nm Sq=10731nm | Sa=64.88 nm

d 0,56 pm
1,3 pm

S o6 0,00 pm
.0 ym

PA0.0SDEH

Sq =150.9 nm

Sa=114.85 nm

Sq = 80.94 nm

Sa=66.94 nm
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En las membranas de dos capas, una densa y otra electrohilada, siendo el lado A la capa
electrohilada, las imagenes revelan claramente la presencia de fibras, dando lugar a pocas
crestas agudas y valles pronunciados. En contraste, el lado B tiene una apariencia mas lisa,
ya que fue fabricado mediante inversion de fase. En general, se observa una disminucion en
los parametros de rugosidad en las membranas de dos capas en comparacion con las de una
sola capa. Esto es significativo, ya que se sabe que las superficies rugosas de una membrana
pueden afectar su interaccion con biomoléculas. Una menor rugosidad reduce el area
superficial expuesta a las proteinas, lo que puede disminuir la adsorcion de éstas y, por ende,
el ensuciamiento [101]. Al igual que en el caso de las membranas de una sola capa, la
membrana PAO0.O8DEH presenta los valores mas bajos de rugosidad en ambos lados, en
promedio. Esto podria deberse a su composicion, especificamente a la cantidad de PVOH y
acido citrico, ya que el entrecruzamiento generado por el &cido citrico reduce la contraccién
del PVOH en presencia de un solvente teta durante el bafio de coagulacién, y, en
consecuencia, disminuye la rugosidad del material. Esto también sugiere que el método de
fabricacion utilizado influye en que las membranas presenten una mayor rugosidad.

Por otro lado, al comparar las membranas de PVOH con las membranas comerciales de PES
y PSf (ver Tabla 10), se observa que las de PVOH presentan parametros de rugosidad
mayores, en general, aunque en el caso de la membrana PA0.08DEH se obtuvieron resultados
similares (Sq=80.94 y Sa=66.94) con los reportados para las membranas de PES, en especial
en términos de Sa. Aunque el resultado es cercano, se requiere seguir mejorando el proceso
de fabricacion de las membranas de PVOH para reducir la rugosidad.

Tabla 10. Pardmetros de rugosidad reportados para membranas de Polietersulfona (PES) y Polisulfona

(PSH).
Sq (nm) Sa (nm) Referencia
Membrana PES 88.14 67.10 [102]
Membrana PSf 10.158 8.056 [103]
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7.3.9 Determinacion de la porosidad
La porosidad total puede definirse como la fraccion del volumen total del material que no

estd ocupada por materia sélida [104]. La determinacién de la porosidad se realizé6 mediante
un método gravimétrico que consiste en medir el peso de un liquido que se deposita en los
poros de las membranas. La porosidad puede expresarse como una fraccion o como un
porcentaje. En los valores fraccionarios, el O representa un material sin porosidad y 1 indica
un espacio completamente vacio.

Cabe sefalar que la porosidad no proporciona informacion sobre los tamafios de los poros,
su distribucion y su grado de conectividad [104]. Los valores de porosidad de las membranas
tanto densas como densas con capa electrohilada se muestran en la Tabla 11. Los resultados
obtenidos mostraron que todas las membranas tienen valores similares, por arriba de 0.65.

Tabla 11. Resultados de porosidad paras las membranas densas y densas con capa electrohilada.

Membrana Porosidad
PA0.02D 0.655 + 0.002
PA0.08D 0.669 + 0.008

PA1G2.5D 0.653 £ 0.002

PA0.02DEH  0.666 + 0.012

PA0.0SDEH  0.664 + 0.015

PA1G2.5DEH 0.664 +0.014

Los valores obtenidos fueron comparados con los reportados en la literatura para membranas
de polisulfona y polisulfona modificada usadas en hemodialisis, donde se reportan valores
de porosidad de 0.4667 y 0.6246, respectivamente [101]. Es en ese sentido, las membranas
de PVOH presentan valores ligeramente superiores, pero cercanos a los reportados, lo cual
querria decir que serian Utiles para llevar a cabo el proceso de hemodialisis.

7.3.10 Angulo de contacto
Con el proposito de determinar las propiedades superficiales en cuanto a naturaleza

hidrofilica y humectabilidad de las membranas, se realizaron mediciones del angulo de
contacto.

De acuerdo con la literatura, es ampliamente aceptado que el valor de 6 < 90° corresponde a
superficies con afinidad al liquido que se haya utilizado para realizar la medicién,
comunmente agua, y se les denomina superficie hidrofilica. Por otro lado, un valor de 6 >
90° representa a las superficies que exhiben menos afinidad a dicho liquido, por lo que se les
denomina hidrofébicas. La Figura 37 ilustra lo mencionado anteriormente.
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6>90° 6<90°
hidrofdébico hidrofilico

Figura 37. Esquema de una superficie con caracter hidrofilico o hidrofébico (elaboracién propia).

Tanto las membranas densas como las de dos capas mostraron tener naturaleza hidrofilica,
ya que todas presentaron un angulo de contacto menor a 90°, segun los resultados mostrados
en la Figura 38Figura 39. Esto se debe a la presencia de grupos funcionales como el hidroxilo
(-OH) y carbonilo (-C=0), los cuales son polares y favorecen la interaccién con el agua.
Estos resultados son favorables debido a que en las membranas de hemodialisis se busca que
la superficie sea hidrofilica.
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29.773°  29.773%

Figura 38. Fotografias de angulo de contacto paras las muestras: a) PA0.02D, b) PA0.02DEH, c)
PA0.08D, d) PA0.08DEH, e) PA1G2.5D, f) PAL1G2.5DEH.
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Figura 39. Angulo de contacto de las diferentes membranas de PVOH. Las barras presentan su respectiva
desviacion estandar para un n=10.
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Que la superficie presente una fuerte afinidad por las moléculas de agua hace que se forme
una capa de hidratacion sobre la misma, y de ese modo se puede reducir la interaccion de las
moléculas de proteinas con la membrana, lo que evitaria su ensuciamiento [105]. Ademas,
una superficie hidrofilica mejora la hemocompatibilidad reduciendo la activacion y pérdida
plaquetaria [106].

Ademas, se observa que las membranas densas PA0.02D y PA0.08D presentan valores de
angulo de contacto similares, 63.67° y 60.10° mientras que la membrana PA1G.2.5D exhibe
un angulo de contacto mayor de 72.74°. Este comportamiento podria estar relacionado con
la presencia de una menor densidad de poros, dado que, de acuerdo con las iméagenes
obtenidas mediante AFM, se revela una superficie predominantemente lisa (ver Tabla 8). Es
notable que en las membranas de dos capas hubo una disminucidon en el &ngulo de contacto,
lo que implica que la capa electrohilada genera un cambio en las propiedades fisicoquimicas
superficiales [105]. Ahora bien, también se aprecia una desviacion amplia en las membranas
con glicerol, esto indica que no se tiene una muestra superficialmente homogénea.

7.3.11 Porcentaje de absorcidn de agua
El hinchamiento del material ocurre debido a la difusion de solvente que promueve la

expansion de la red polimérica porque las interacciones polimero-polimero predominan sobre
las interacciones polimero-solvente, lo que evita que se dé la disolucion del material (ver
Figura 40) [107]. El grado de absorcion del fluido en el material se ve influenciado por el
grado de entrecruzamiento, la cristalinidad, las fuerzas intermoleculares involucradas, el pH
y temperatura [107], [108]. La seleccion y combinacion de los materiales pueden influir en
los eventos de hinchamiento y hacer que el rendimiento de la membrana sea predecible a
nivel macroscopico [107].

Matriz polimérica encogida Matriz polimérica hinchada

o -“m

A (y, A

Figura 40. Esquema del hinchamiento de la matriz polimérica de PVOH entrecruzada (elaboracion
propia).

Los resultados obtenidos de investigar las caracteristicas de absorcion en las membranas de
PVOH modificado se muestran en la Figura 41. EI comportamiento observado indica que, en
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los primeros instantes en que las membranas entran en contacto con el agua, la red comienza
a hincharse debido a la compatibilidad termodindmica de las cadenas poliméricas con el agua.
Este hinchamiento aumentd hasta alcanzar un punto de equilibrio, que en todos los casos se
logré después de 4 minutos. El equilibrio se alcanza cuando las fuerzas de hinchamiento son
contrarrestadas por las fuerzas retractiles inducidas por el entrecruzamiento de la red
polimérica [108].

Las membranas densas PA0.02, PA0.08 y PA1G2.5 absorbieron 13.83, 11.47 y 5.87 veces
su propio peso. Por otro lado, las membranas con capa electrohilada absorbieron 16.99, 15.73
y 8.23 veces su propio peso. El grado de absorcién de agua disminuye en ambos casos a
medida que aumenta la cantidad de entrecruzante, esto se debe que el grado de
entrecruzamiento del material modifica la capacidad de hinchamiento como se mencionaba
anteriormente.

De esta manera, se observa que la capa electrohilada aumenta la absorcion de agua, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en angulo de contacto, donde se aprecia un
incremento en la afinidad hidrofilica.
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Figura 41. Graficas de porcentaje de absorcion de agua para a) las membranas densas, b) las membranas
densas con una capa de electrohilado.

7.3.12 Evaluacion de la permeacion de las membranas

Las celdas de Franz se utilizan ampliamente para evaluar la penetracion transepitelial y la
liberacion de fArmacos, ya que permiten analizar la cinética de liberacion. Una de las ventajas
de este método es que requiere una pequefia cantidad del compuesto a liberar (menos de 1 g)
en cada evaluacion, y las variables que se controlan son la temperatura y la velocidad de
agitacion [109]. El uso de una celda de Franz es una excelente aproximacion inicial para
evaluar la eficiencia de las membranas fabricadas para su aplicacion en hemodialisis. Esto se
debe en parte a la configuraciéon de las membranas, que son planas en lugar de tubulares,
siendo esta Ultima la forma en que suelen presentarse comercialmente para las maquinas de
hemodialisis. Al ser planas, resultan adecuadas para su uso en la celda de Franz, y la cantidad
de muestra requerida es minima, con un area aproximada de 17.35 cm?. Ademas, la celda de
Franz permite simular el transporte por difusion de solutos a través de una membrana bajo
condiciones controladas de laboratorio, midiendo con precision la permeabilidad y
selectividad. Asimismo, utiliza pequefios volumenes de muestra fisioldgica, suero en este
caso, lo que la convierte en una opcion ideal para pruebas preliminares de bajo costo. De este
modo, la celda de Franz es una herramienta eficiente para estudios iniciales antes de avanzar
a sistemas mas complejos.

En este contexto, el suero se utiliza como medio donador para simular las condiciones
fisioldgicas. El suero es el liquido que se separa de la sangre una vez que ha ocurrido la
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coagulacién, es decir, es el plasma sin fibrindgeno ni factores de coagulacion. Esta
compuesto principalmente por agua, electrolitos, anticuerpos, proteinas (excepto los agentes
coagulantes), hormonas, lipidos y productos de desecho metabdlicos, como urea, &cido Urico
y creatinina [110]. Como se sefial6 en el marco tedrico, los rifiones tienen un rol esencial en
la excrecion de desechos como son la urea, creatinina y acido urico [111].

Es asi que se opto por utilizar suero diluido en una proporcion 1:5 con PBS para obtener los
5 mL necesarios para llenar el compartimiento donador. Los analitos, como el cido Urico, la
urea y la creatinina, se cuantificaron mediante una técnica de anélisis clinico denominada
quimica seca utilizando tiras reactivas para pruebas de funcién renal. A continuacion, se
presentan las gréaficas correspondientes a cada uno de los analitos (ver Figura 42, Figura 43,
Figura 44).

El primer analito cuantificado fue el acido urico, el cual es el producto final del catabolismo
de purinas en humanos. Este &cido orgédnico débil se presenta principalmente como sal
monosodica en condiciones fisioldgicas. En estudios epidemioldgicos realizados en Estados
Unidos, se ha establecido un limite superior de 7.0 mg/dL en hombres adultos y 6.0 mg/dL
en mujeres adultas. Niveles superiores a estos valores conducen a la formacion de cristales
[112]. En el analisis realizado, se incluyé un control sano con un valor de 1.513 mg/dL y un
control enfermo con valor de 20.172 mg/dL, estos valores servirdn como parametros de
referencia.

En la Figura 42 se presenta el gréafico de las concentraciones de &cido Urico registradas y se
puede observar que todas las membranas tienen un comportamiento lineal con ligeros
aumentos en dicha concentracion. Dado que las muestras provienen de sangre sin
antecedentes de enfermedades renales, los valores obtenidos estdn cerca del nivel
considerado como control sano (1.513 mg/dL). En todas las membranas se permite el paso
de acido drico, lo cual es positivo considerando que la sangre circula continuamente en el
proceso de hemodialisis. Incluso, los valores parecen coincidir con el control sano, lo que
sugiere que las membranas estan dejando pasar casi todo el acido drico desde los primeros
momentos. La membrana PA0.08 mostr6 una mayor concentracion de acido drico en las
alicuotas, lo que podria deberse a la cantidad de analito presente en esa muestra especifica
de suero, considerando que las muestras fueron tomadas en diferentes dias.
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Figura 42. Gréfica de la concentracion de acido Urico registrado en plazos de tiempo de 15 minutos.

Respecto a la creatinina, que es un compuesto nitrogenado no proteico producido por la
descomposicion de la creatina en los musculos, se encuentra en el suero, plasmay orina, y es
excretada mediante filtracion glomerular [113]. En este analisis, el control sano registra un
valor de 0.633 mg/dL, mientras que el control enfermo es de 14.703 mg/dL. Las membranas
PA0.02 y PA1G2.5 muestran valores por debajo del control sano, lo que sugiere que permiten
el paso de la creatinina, aunque no en su totalidad. Por otro lado, la membrana PA0.08
presenta un valor superior al control sano, lo que indicaria que permite el paso total de la
creatinina en la muestra de suero.
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Figura 43. Gréfica de la concentracion de creatinina registrado en plazos de tiempo de 15 minutos

Finalmente, el Gltimo analito evaluado fue la urea, el principal metabolito derivado de la
proteina dietética y del recambio de proteinas tisulares. El rango normal de urea nitrogenada
en sangre o suero es de 5 a 20 mg/dL [112]. En este caso, el control sano presentd un valor
de 5.405 mg/dL, mientras que el control enfermo fue de 240.24 mg/dL. Se observé un patrén
similar al de los otros analitos: la membrana PA0.08 mostrd la mayor concentracion de urea,
lo que podria deberse a que la muestra de suero contenia una mayor cantidad de este
compuesto. Sin embargo, en las tres membranas los valores obtenidos superaron el control
sano, lo que sugiere que permitieron el paso total de la urea a través de ellas.
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Figura 44. Gréfica de la concentracion de urea registrado en plazos de tiempo de 15 minutos

Los resultados obtenidos demuestran que las membranas fabricadas permiten el paso de &cido
drico, creatinina y urea, proporcionando una aproximacion sobre su eficiencia y
comportamiento en contacto con fluidos fisiologicos. Es importante seguir evaluando las
membranas en condiciones que se asemejen lo mas posible al proceso de hemodialisis, asi
como analizar sus propiedades mecanicas en un entorno real. Ademas, las membranas
utilizadas en este ensayo fueron observadas mediante microscopia electrénica de barrido para
analizar el ensuciamiento causado por la acumulacion de proteinas o la posible saturacién de
su superficie.

7.3.13 SEM: Caracterizacion de membranas empleadas en la
evaluacion de eficiencia con celda de Franz.

Las membranas que estuvieron en contacto con el suero, en la celda Franz, fueron observadas
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para identificar su ensuciamiento.
Ademas, se llevaron a cabo analisis EDS en ciertas areas para identificar la composicién de
los aglomerados observados. Las imagenes obtenidas se presentan en la Figura 45.
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Figura 45. Las imagenes obtenidas mediante SEM incluyen vistas generales capturadas con electrones
secundarios. En cuanto a las imagenes con una ampliacion de 10 000x, éstas fueron generadas por
electrones retrodispersados para resaltar la presencia de composiciones diferentes a la matriz polimérica.

La membrana PAQ.02 se observa una imagen con una apariencia lisa, aunque se distinguen
pequefias protuberancias marcadas con flechas rojas, en la magnificacion realizada (ver
Figura 45 seccion “Magnificacion”) se puede distinguir con mayor nitidez una de estas
aglomeraciones. A este aglomerado se decidio realizar un analisis EDS para obtener un perfil
elemental semicuantitativo (ver Figura 46). El andlisis revel6 que la protuberancia esta
compuesta principalmente de carbono y oxigeno, seguido de silicio, sodio, aluminio y hierro.
Dado que no se detectd nitrdgeno, es poco probable que se trate de un aglomerado proteico,
ya que las proteinas estan formadas por aminoacidos que contienen grupos amino (NHz) y
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carboxilico [114]. El carbono y el oxigeno probablemente provienen del polimero,
compuesto por cadenas de metilenos (CH2) y metinos (CH) unidos a grupos hidroxilo (OH).
El silicio, por su parte, podria provenir de un constituyente inorganico del plasma o suero,
como la silice soluble, ya que es improbable que provenga del polvo ambiental, segun lo
reportado por Fergusson et al. 1986 [115], donde se menciona que el polvo no contiene
silicio. En cuanto al sodio, la mayor parte se encuentra en el fluido extracelular y, en el caso
del suero, esta presente en forma ionica [116]. Por otro lado, el hierro en el suero corresponde
a una fraccion de 1/1000 del contenido total en los eritrocitos. Méas del 99% del hierro sérico
estd unido a la transferrina, una glicoproteina cuya funcion es transportarlo. Otra proteina
que contiene hierro en el suero es la ferritina, un compuesto de almacenamiento de hierro no
hemo. El hierro unido a la ferritina representa menos del 1% del hierro total en el suero [116].

Elemento Porcentaje
atéomico (%)

C 59.11

o 30.06

Na 0.66

Al 0.66

Si 9.16

Fe 0.35

Figura 46. Imagen de la membrana PA0.02 obtenida por SEM mediante electrones retrodispersados con
una magnificacion de 10 000x en donde se sefiala la zona en donde se realizé el analisis EDS con los
respectivos porcentajes atdbmicos.

En la membrana PAO0.08 se observaron protuberancias esféricas (ver Figura 45) que, por su
forma, podrian sugerir la presencia de proteinas. Sin embargo, al realizar un analisis EDS de
la zona, no se detectd nitrogeno, lo cual arrojé resultados similares a los obtenidos en la
membrana PAQ.02. Esto sugiere que dichas protuberancias probablemente forman parte de
la matriz polimérica.

En lamembrana PA1G2.5 se observaron lo que parecian ser cristales en gran parte de la zona
analizada (ver Figura 45). Al realizar un analisis EDS de esa seccion (ver Figura 47), se
encontré que la mayor proporcion correspondia a carbono y oxigeno, seguidos de sodio,
cloro, aluminio, potasio y calcio. Como se mencion6 anteriormente, la presencia de sodio en
el suero se reporta ampliamente en su forma idnica. De igual manera, el cloro se conoce por
estar presente en la misma forma iénica en el suero humano, donde desempefia la funcién de
actuar como contraion del sodio [116]. En lo que respecta al potasio, este se encuentra
principalmente concentrado en el interior de las células. Solo un 7% del potasio en la sangre
esté presente en el suero, y se presenta en forma idnica [116]. El calcio también se informa
como un elemento presente en el suero, con un valor promedio de 10 mg por cada 100 mL
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[114]. En el suero, el calcio se presenta de tres formas: unido a proteinas, en estado ionizado
y en forma de complejos o quelados. El calcio unido a proteinas, que representa el 40% del
calcio sérico, no es utilizable por los tejidos. Las principales proteinas que se unen al calcio
en el suero son la albumina y las globulinas. El calcio quelado, que representa el 9% del
calcio seérico, facilita la absorcion del calcio por diversos tejidos o su transporte entre las
distintas partes del cuerpo. A menudo, el calcio sérico se encuentra quelado en complejos
ionicos de fosfato de calcio, carbonato de calcio y oxalato de calcio. Por ultimo, el calcio
libre, que constituye el 51% del calcio sérico, es utilizado por el organismo para mantener
funciones fisioldgicas [117].

- Elemento Porcentaje
atémico (%)
C 74.63 i
o] 11.26 2
Na 8.32
" Al 0.27
Cl 5.28
K 0.12
Ca 0.11
SR ax " " “‘

Fiéura 47, Imégen de la n;embréna PA1G2:'5 obté‘nida Bor SEM mediante electrones retrodispersados
con una magnificacion de 10 000x en donde se sefiala la zona en donde se realiz6 el analisis EDS con los
respectivos porcentajes atdbmicos.

En resumen, no se observan cumulos de proteinas séricas (como albdminay globulina) [114],
lo que sugiere que no hay evidencia de ensuciamiento ni adherencia de proteinas en las
membranas. Sin embargo, las membranas muestran lo que parecen ser cristalizaciones de los
electrolitos presentes en el suero. Estas cristalizaciones podrian haberse formado después del
proceso de secado, lo que indicaria que las sales no necesariamente afectaron el rendimiento
de las membranas durante su uso.

7.4 Notas finales del capitulo

Dado los resultados obtenidos, podemos dar paso a las notas finales del capitulo. Es posible
fabricar membranas densas de PVOH entrecruzado utilizando bajas cantidades molares de
acido citrico o altas cantidades molares de acido citrico, pero con la adicion de un agente
entrecruzante como el glicerol. Esto se debe a que un exceso de &cido citrico favorece la
funcionalizacion de las cadenas de PVOH, lo cual favorece su solubilizacion, pero en
presencia de glicerol se lleva a cabo una segunda esterificacion que resulta en el
entrecruzamiento. De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba de MTT y hemodlisis,
se puede afirmar que las soluciones con baja relacion molar del acido citrico muestran una
mayor citocompatibilidad, ya que presentaron una mayor absorbancia que el control
negativo. Ademas, también muestran buena hemocompatibilidad, con un porcentaje de
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hemolisis inferior al 2%, lo que las categoriza como materiales no hemoliticos de acuerdo
con la norma ASTM F756-17. Las soluciones con bajas relaciones molares PVOH:AC se
pueden procesar mediante electrohilado, mientras que las soluciones que contienen glicerol
tienen una alta humectabilidad que no les permite formar fibras. La formacion de fibras en
las membranas electrohiladas, asi como la presencia de poros en la capa densa, fue
confirmada mediante imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM). Se determino
que el tamafio de poro en las membranas PA0.02 fue de 487 nm, mientras que la membrana
PAO0.08 presentd un comportamiento bimodal, con tamafios de poro de 355.76 nm y 606.25
nm. De manera similar, la membrana PA1G2.5 mostré una distribucion bimodal, con
tamarios de poro de 5.923 y 13.212 micras. Esta diferencia significativa en el tamafio de los
poros entre las membranas con Unicamente 4cido citrico y las que contienen glicerol podria
atribuirse al efecto plastificante del glicerol, que inhibe la formacién de poros pequefios.

Respecto al didmetro de las fibras, se observaron valores de 68 nm para PA0.02, 71 nm para
PA0.08 y 80 nm para PA1G2.5. Finalmente, el espesor de las membranas fue de 76 micras
para PA0.02, 63 micras para PA0.08 y 66 micras para PA1G2.5. Estos resultados evidencian
como la composicion de la solucion y la adicion de aditivos como el glicerol influyen
directamente en la morfologia y estructura de las membranas, lo cual puede tener un impacto
significativo en su eficiencia.

La cantidad de &cido citrico modifica las propiedades térmicas; puntualmente, se observa un
incremento de la Tg y la desaparicion de la region regular, como consecuencia del
entrecruzamiento que promueve con los grupos -OH del PVVOH. Las membranas fabricadas
son de naturaleza hidrofilica, lo cual es favorable para su aplicacion en el proceso de
hemodialisis.

Se observd que las muestras presentan una alta rugosidad superficial y una topografia
heterogénea. En el caso de las membranas densas, el lado en contacto con la placa de vidrio
fue maés liso, mientras que el lado expuesto al ambiente presenté mayor rugosidad y
porosidad. Este comportamiento es relevante, ya que superficies mas rugosas tienden a
acumular suciedad con mayor facilidad, lo cual puede afectar negativamente el rendimiento
de la membrana. Entre todas las composiciones analizadas, la formulacion PA0.08 mostro
los menores valores de rugosidad, tanto en su version densa como con capa electrohilada, lo
que sugiere una mejor estabilidad superficial.

Todas las formulaciones de membranas presentaron un nivel de porosidad en torno al 66%,
valor similar a los reportados en la literatura para membranas de polisulfona utilizadas en
aplicaciones como la hemodialisis. Este resultado indica que las condiciones de fabricacion
permitieron obtener estructuras porosas adecuadas.

Las membranas alcanzaron el equilibrio de absorcion de agua a los 4 minutos, con una
capacidad de retencidn equivalente a entre 6 y 17 veces su propio peso. Se evidencid que las
membranas con capa electrohilada mostraron una mayor hidrofilicidad, reflejada en el
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aumento de agua absorbida, lo cual respalda los resultados obtenidos en la medicion del
angulo de contacto.

En conjunto, estos hallazgos demuestran como la configuracion estructural (como la adicion
de una capa electrohilada) y la formulacion influyen directamente en las propiedades
fisicoquimicas de las membranas.

En cuanto a la eficiencia de las membranas, se observé que permiten el paso de acido Urico,
creatinina y urea, y que el ensuciamiento aparente se debe a la cristalizacion de electrolitos
tras el proceso de secado, sin evidencia de adherencia de proteinas. Estos resultados
proporcionan una buena aproximacion del comportamiento de las membranas; sin embargo,
aun se requieren mayores esfuerzos para confirmar esta tendenciay realizar méas evaluaciones
bajo condiciones que se asemejen al proceso real de hemodialisis.
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Una mirada al futuro

“We are curious, we want to understand the world, we want to become
scientists”

- Benjamin List

Como se menciond en el marco tedrico, las membranas utilizadas en hemodialisis han
representado una alternativa vital para los pacientes con insuficiencia renal. No obstante, este
tratamiento aln presenta areas de oportunidad, ya que la tasa de mortalidad entre los
pacientes sigue siendo elevada. A ello se suman diversas complicaciones asociadas, como
enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares, enfermedad vascular periférica y
enfermedad pulmonar obstructiva cronica [10].

Esto evidencia que el proceso de hemodidlisis atn no logra emular completamente la funcion
natural del rifidn. Por esta razon, se han explorado nuevas tecnologias emergentes como los
rifiones artificiales portatiles, las terapias basadas en células madre, los rifiones bioartificiales
y los sistemas Organ-on-a-Chip [118]. Esta ultima tecnologia se presenta como una
alternativa prometedora debido a su capacidad para mimetizar érganos y tejidos humanos
mediante el control de pequefias cantidades de flujo. Esto permite la observacién directa del
comportamiento celular y tisular fuera del cuerpo [119]. Estos dispositivos estan disefiados
para emular el entorno in vivo de los érganos, lo que habilita estudios en tiempo real sobre
interacciones celulares, respuestas a farmacos y progresion de enfermedades. Esta tecnologia
impulsa avances en medicina personalizada, reduce la dependencia de modelos animales y
mejora la eficiencia en el descubrimiento y evaluacion de farmacos [119], [120].

Es asi que haciendo uso de esta tecnologia, se busca imitar las funciones del rifion, recreando
las tres capas del capilar glomerular. En este sistema, una membrana se posiciona entre
canales microfluidicos y actia como soporte para el cultivo de células [121].

En este contexto, durante mi estancia en la University of Saskatchewan, tuve la oportunidad
de contribuir en este campo mediante la caracterizacion de membranas e incorporacion de
celulas para su uso en un chip. Los resultados de esta investigacion serdn proximamente
publicados y forman parte de una investigacion liderada por la Dr. Amira Abdelrasoul.
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Conclusiones generales

“Everything starts as somebody’s daydream”

Larry Niven

9.1 Conclusiones generales

En el Capitulo 1 se establece el contexto y justificacion del estudio, al evidenciar la gravedad
de la enfermedad renal crénica y la importancia de la hemodialisis como tratamiento.
Desafortunadamente existen limitaciones en las membranas actuales, especialmente en
términos de biocompatibilidad, lo que nos lleva a proponer una membrana basada en PVOH
modificado con acido citrico y glicerol. Esta membrana esta orientada a mejorar la eficiencia,
biocompatibilidad y hemocompatibilidad.

En el Capitulo 2, se llevé a cabo una revision bibliografica que abarcé desde aspectos
generales, como la anatomia y fisiologia del rifion, hasta temas especificos relacionados con
la hemodidlisis como tratamiento para pacientes con insuficiencia renal. Se revisaron las
clasificaciones de las membranas seglin su tamafio de exclusion, asi como las distintas
técnicas de fabricacion. Lo anterior brind6é una base solida para comprender los desafios
asociados a la fabricacion de la membrana. Este capitulo permitié concluir que las
membranas comerciales, principalmente fabricadas con PES y PSF, presentan problemas de
compatibilidad. Asimismo, se observé que existen pocos esfuerzos dirigidos al uso del
PVOH, a pesar de que este polimero es no téxico, biodegradable y formador de membranas,
presentando un perfil adecuado para aplicaciones en hemodiélisis.

Ademas, se realizd un analisis bibliométrico sobre investigaciones relacionadas con
membranas de hemodialisis, el cual mostré que el PVOH ha sido utilizado en aplicaciones
biomédicas por su inocuidad en el cuerpo. También se identificdé que las membranas
esterificadas tienen potencial para su aplicacion en este contexto. La revision de patentes
revel6 una notable actividad cientifica, especialmente en paises como Estados Unidos. Este
panorama representa una valiosa oportunidad para el desarrollo e innovacion tecnoldgica en
México.

En el Capitulo 3 se detallé el uso de PVOH, acido citrico y glicerol en la generacién de
membranas mediante los métodos de inversion de fase y electrohilado. Las pruebas y técnicas
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de caracterizacion, divididas en bioldgicas y fisicoquimicas, fueron seleccionadas con el
objetivo de analizar las propiedades térmicas, quimicas y bioldgicas del material.

En el Capitulo 4, se confirm6 mediante espectroscopia FTIR, que la reaccion entre el PVOH
y el &cido citrico procedié adecuadamente, a traves de la formacion del enlace éster entre
ambas entidades, ya que se lograron identificar las bandas caracteristicas de dicho enlace en
1215 y 1080 cm™'. Ademas, la presencia de sefiales correspondientes a grupos carboxilicos
(C=0O-en 1700 cm™y O-H en 1380 cm™) sugiere que la funcionalizacion fue exitosa, ya que
se demostrd la persistencia de estos grupos carboxilicos, aunado al hecho de que ocurrio la
solubilidad del PVOH en agua, a temperatura ambiente, comportamiento que no presenta el
PVOH sin funcionalizar.

Por otro lado, se requiere el entrecruzamiento del PVOH funcionalizado para generar
membranas mecanicamente estables y resistentes. Lo anterior se consigue mediante la
adicion de &cido citrico en bajas proporciones molares (1:0.02 y 1:0.08) favorece el
entrecruzamiento de las cadenas de PVOH. Esto se atribuye a la menor cantidad de moléculas
de acido citrico disponibles, lo que permite una reaccion mas eficiente de los tres grupos
carboxilicos con los grupos hidroxilo del PVOH. De tal forma que hubo soluciones (PA0.02
y PAO0.08) que si generaron membranas al ser sometidas a un bafio de coagulacion, lo que
indica un comportamiento prometedor para su aplicacion.

En cuanto al uso de glicerol, se concluyé que la adicion excesiva de éste favorece la
generacion de una segunda esterificacion de los grupos carboxilicos que pudieran quedar
libres. Ademas, las soluciones con glicerol fueron sometidas a pruebas en un bafio de
coagulacion, donde se observo que no todas las soluciones lograron formar membranas. Esto
sugiere que, en algunas relaciones, el glicerol no solo influye en el entrecruzamiento, sino
que también puede afectar la capacidad de formacién de membranas, debido al aumento en
la solubilidad de la solucién por puentes de hidrogeno entre el glicerol y el agua.

Se puede afirmar que las soluciones con baja relacion molar del acido citrico exhiben mayor
citocompatibilidad, y también muestran buena hemocompatibilidad, con un porcentaje de
hemolisis inferior al 2%, lo que las categoriza como materiales no hemoliticos.

También, las soluciones con baja relacion molar pueden ser procesadas mediante
electrohilado, mientras que las soluciones que contienen glicerol presentan una alta
humectabilidad que dificulta la formacion de fibras. Se observé que la adicién de una capa
electrohilada sobre una membrana densa no presenta caracteristicas superiores en
comparacion con la membrana exclusivamente densa.

La cantidad de &cido citrico modifica las propiedades térmicas, como consecuencia del
entrecruzamiento que promueve con los grupos -OH del PVOH. Las membranas fabricadas
son de naturaleza hidrofilica, lo cual es favorable para su aplicacion en el proceso de
hemodidlisis.
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En cuanto a la eficiencia de las membranas, se observé que permiten el paso de acido Urico,
creatinina y urea, y que el ensuciamiento aparente se debe a la cristalizacion de electrolitos
tras el proceso de secado, sin evidencia de adherencia de proteinas. Estos resultados
proporcionan una aproximacion del comportamiento de las membranas; sin embargo, ain se
requieren mayores esfuerzos para confirmar esta tendencia y realizar mas evaluaciones bajo
condiciones que se asemejen al proceso real de hemodialisis.

9.2 Notas finales

Las contribuciones de esta tesis incluyen la creacion de una membrana a base de PVOH,
entrecruzada con &cido citrico o funcionalizada con &cido citrico y entrecruzada con glicerol,
cuya composicién presenta una mayor biocompatibilidad y hemocompatibilidad, segun los
resultados de las pruebas biologicas.

Aunqgue la hemodialisis es un proceso imperfecto, la propuesta de una nueva membrana
podria representar una mejora inmediata mientras se desarrollan tratamientos mas seguros.

Ademas, la membrana fabricada podria utilizarse en nuevas aproximaciones que buscan
mimetizar la funcion renal, al servir como soporte celular y, al mismo tiempo, realizar
funciones de filtracion.

9.3 Retos y recomendaciones
En esta seccion se presentan los principales retos asociados a las membranas de PVOH
entrecruzada con &cido citrico o funcionalizada con &cido citrico y entrecruzada con glicerol.

Uno de los desafios identificados es la necesidad de estandarizar la técnica de fabricacion,
con el fin de obtener membranas con una rugosidad uniforme y caracteristicas superficiales
consistentes.

Otro reto importante consiste en realizar ensayos mecanicos para verificar que el material
cumpla con las propiedades necesarias para soportar la presion ejercida por los flujos
presentes en un entorno real.

Ademas, seria recomendable comenzar a desarrollar un prototipo que permita avanzar en esta
linea de investigacion, al mismo tiempo que se exploran vias para incorporar tecnologias mas
avanzadas, como la incorporacion de células ad-hoc.

9.4 Productos cientificos

9.4.1 Lista de publicaciones
Mufioz-Macias J.J., Al Hassan M., Abdelrasoul A. Advancing Biocompatible Membranes

(Manuscrito en proceso)

Mufioz-Macias J.J., Alcantara-Quintana, L.E., Escobar-Barrios, V.A. Effect of Chemical
Modifications on the Structure and Biocompatibility of PVOH-Based Membranes for
Potential Use in Hemodialysis. (Manuscrito en proceso)
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9.4.2 Presentacion oral en Congreso Internacional
Mufoz-Macias JJ; Escobar-Barrios, VA. The effect of type of processing in obtaining

membranes based on esterified Poly(vinyl alcohol) (PVOH). 39th International Conference
of the Polymer Processing Society, 19-23 Mayo 2024, Cartagena de Indias, Colombia.
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