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RESUMEN

En el presente trabajo, se biofuncionalizaron con heparina peliculas fabricadas a base de fibroina (SF) y polivinil alcohol (PVA) utili-
zando dos técnicas diferentes, la primera por acople de carbodiimida y la segunda por aprovechamiento de interacciones electros-
taticas, buscando conseguir un comportamiento antitrombogénico en la superficie de las peliculas fabricas para su potencial uso
como biomateriales para la fabricacién de implantes cardiovasculares. Las muestras biofuncionalizadas fueron sometidas a una
prueba de coagulacion de sangre para verificar el éxito de dicha biofuncionalizacion. Los resultados mostraron que las muestras
biofuncionalizadas por acople de carbodiimida, ademas de presentar una actividad antitrombogénica superior a las biofuncionaiza-
das por aprovechamiento de interacciones electrostaticas, presentaban valores de dngulos de contacto mas cercanos a los de los
materiales para la fabricacion de implantes cardiovasculares, y que también, la biofuncionalizaciéon no afecta significativamente las
propiedades mecanicas y superficiales de las peliculas fabricadas.
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ABSTRACT

In the present work, fibroin, and polyvinyl alcohol (PVA) - based films were biofunctionalized using two different techniques, the
first by carbodiimide coupling and second by exploiting electrostatic interactions, seeking to achieve antithrombogenic behavior on
the surface of the manufactured films for their potential use as biomaterials for the manufacture of cardiovascular implants. The
biofunctionalized samples were submitted to the blood clotting test to verify the success of said biofunctionalization. The results
showed that the samples biofunctionalized by carbodiimide coupling, in addition to presenting a higher antithrombogenic activity
than those biofunctionalized by taking advantage of electrostatic interactions, presented contact angles values closer to those of the
materials for the manufacture of cardiovascular implants, and that also, the biofunctionalization does not significantly affect the
mechanical and surface properties of the fabricated films
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa
de muerte en el mundo segln datos de la Organizacién
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2020),
entre estas, existe una patologia asociada a las enfermeda-
des isquémicas del corazon, accidentes cardiovasculares y
tromboembolismo llamada trombosis, la cual representa el
mayor porcentaje de esta cifra (Barco et al., 2020)

Comunmente, los tratamientos para las enfermedades
cardiovasculares de este tipo consisten en dosis periédi-
cas de algiin medicamento como Warfarina o Heparina
(Biswas et al., 2023), teniendo este udltimo gran relevan-
cia debido a su alta capacidad anticoagulante, sin em-
bargo, en el caso de que un episodio de trombosis re-
quiera el reemplazo del conducto vascular afectado, las
alternativas existentes consisten en el acondicionamien-
to de un injerto vascular autélogo o la fabricacion de un
injerto vascular artificial.

En el caso de los injertos vasculares autélogos; la poca
disponibilidad de tejido, el tiempo de espera para su
acondicionamiento fisico, el rechazo biolégico y los pro-
blemas relacionados con la dilatacién y estenosis del injer-
to, representan las principales limitaciones de estos
(Suuronen & Ruel, 2015), por otra parte, la fabricacion de
injertos vasculares artificiales ha venido siendo una alter-
nativa popular para el tratamiento de enfermedades car-
diovasculares que requieran el reemplazo del conducto
afectado, para lo cual se utilizan algunos materiales poli-
méricos como el politetrafluoroetileno expandido (Yan et
al., 2021), polietilentereftalato (PET) (L. Wang et al., 2021),
polivinil-alcohol (PVA) (Atlan et al.,, 2018), acido polilacti-
co (Martin et al., 2019) y poliuretanos (Castillo-Cruz et al.,
2019), y la fibroina de seda (Shi et al., 2019).

A pesar de las virtudes que ofrecen los biomateriales
como alternativa para la fabricacién de injertos vascula-
res artificiales, se ha documentado que la formacion de
plaquetas sobre la superficie de éstos ha sido el origen
de las fallas en la mayoria de los casos (Qiu et al., 2017)
(Koobatian et al., 2016), resultando necesario mejorar
los materiales destinados a esta aplicacion con el fin de
inhibir dicha formacién plaquetaria sobre su superficie,
lo que se logra a través de la inmovilizacion de una sus-
tancia anticoagulante como la heparina sobre la superfi-
cie del material que esta en contacto con la sangre, de
este modo, se garantiza que el injerto vascular artificial
pueda tener un comportamiento similar al conducto
vascular nativo, tanto por las propiedades mecanicas
que brindan los polimeros previamente mencionados,
como una mayor hemocompatibilidad dada por la
biofuncionalizacién con heparina (Qiu et al., 2017).

Entre los materiales empleados para la fabricacion de
injertos vasculares, la fibroina ha venido despertando
gran interés, Siendo esta una proteina de alta biocompa-
tibilidad que puede ser extraida del capullo del gusano
de seda Bombix Mory, cuya estructura quimica se carac-
teriza por la repeticion de la secuencia de amino acidos
de glicina-alanina-glicina-alanina-glicina-serina (Gli-Ala-Gli
-Ala-Gli-Ser), organizadas en una estructura de laminas-§
antiparalelas, con formacién de enlaces de hidrogeno y
de fuerzas de van der Walls que le dan propiedades
mecanicas (D. Wang et al.,, 2017), (Adah et al., 2016).
Ademas, la presencia de algunos aminoacidos reactivos
en su estructura como serina, treonina, tirosina, acido
aspartico y acido glutamico, le permiten ser modificada
superficialmente mediante la inmovilizacion de heparina
sobre su superficie utilizando diversas técnicas como
son el acople de carbodiimida (Elahi et al., 2014), a tra-
vés de sus grupos amino terminales, y con la cual se
pueden fabricar injertos vasculares que permitan el cre-
cimiento de células endoteliales (Tanaka et al., 2021).

Por otro lado, la fibroina puede integrarse con otros poli-
meros biocompatibles como el PVA a fin de comple-
mentar sus propiedades mecanicas (Allardyce et al.,
2017; Song et al., 2019).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar superficies a
base de fibroina para su potencial uso en la fabricacién
de implantes vasculares artificiales, para ello se prepara-
ron diferentes formulaciones utilizando PVA y fibroina,
para posteriormente biofuncionalizar las superficies con
heparina y evaluar su capacidad antitrombogénica.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las soluciones de fibroina y PVA

La solucién de fibroina se preparé tomando fragmentos
de aproximadamente 5 mm? del capullo de gusano de
seda adquiridos en la Corporacién para el Desarrollo de
la Sericultura del Cauca (CORSEDA), los cuales fueron
inmersos en una solucion de carbonato de sodio
(Na,CO3) 0.01M a 60°C por 3 h para retirar la sericina y
obtener la fibroina en madeja, la cual se someti6é poste-
riormente a una solucién ternaria de Cloruro de calcio -
agua - etanol (CaCl,:H,0:C,HsOH) en relacién molar
1:2:8 a 60°C bajo agitacién magnética durante 2 h para
solubilizar la fibroina, posterior a esto, la solucién resul-
tante fue puesta en didlisis contra agua destilada durante
4 d empleando membranas de acetato de celulosa con
referencia CE70153003 y un tamano de poro inferior a
40 nm. Una vez terminado este proceso, concentré la
solucion al 2% (p/v).
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La solucion de PVA (Sigma Aldrich, 130kD) fue prepara-
da adicionando el polimero lentamente en agua a 80°C
durante aproximadamente 2 h hasta llegar a una con-
centracion del 8% (p/v), luego se dejo la solucion repo-
sando a temperatura ambiente.

Biofuncionalizacion de la fibroina

La fibroina solubilizada fue biofuncionalizada por dos
metodologias: por acople de carbodiimida y por aprove-
chamiento de interacciones electrostaticas.

Para biofuncionalizar por acople por carbodiimida, se
diluyé la heparina (5000 U.l/ml, Blau Farmacéutica Co-
lombia S.A.S) en solucién amortiguadora de acido 2-
etanosulfénico (MES) a pH= 6.0, luego, la heparina se
activé haciéndola reaccionar con N-hidroxisuccinimida
(NHS, peso molecular 115.09g/mol, Sigma-Aldrich) du-
rante 10 min, una vez activa la heparina, ésta se hizo
reaccionar con hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-
N #etilcarbodiimida (EDC, peso molecular 190.70g/mol,
Sigma-Aldrich) y fibroina en solucién a pH= 6.0 durante
6 h a temperatura ambiente, una vez finalizada la reac-
cion, la fibroina biofuncionalizada fue puesta en diélisis
contra una solucion de Na,HPO, 0.1 M a pH= 6.0 du-
rante 2 h para eliminar la heparina que no reacciong,
posteriormente fue puesta en didlisis contra una solu-
cion de NaCl 2M a pH= 6.0 durante 24 h para remover
el Na,HPO,, finalmente, puesta en dialisis contra agua
destilada durante 24 h para eliminar el NaCl. Una vez
terminados todos los procesos de didlisis, se calcul6 la
concentracion final de la fibroina biofuncionalizada por
gravimetria, obteniéndose soluciones al 2% (p/v).

Para biofuncionalizar por aprovechamiento de interaccio-
nes electrostéticas se mezclaron las soluciones de fibroina
y heparina a pH 6.0 durante 6 h con el fin de garantizar en
la diferencia de cargas de las moléculas presentes en la
solucién. La fibroina adquiere carga parcialmente positiva,
mientras que los grupos acidos carboxilicos en la heparina
permaneceran protonados, y la carga negativa de esta
molécula estard principalmente presente en los grupos
sulfatados, de esta manera se logré mantener las condicio-
nes similares a la biofuncionalizacion por acople de carbo-
diimida, luego de esto, se calcul6 la concentracion de la
solucién de fibroina por gravimetria. obteniéndose solucio-
nes de aproximadamente 2% (p/v).

Preparacion de las peliculas

La preparacion de las peliculas comenzé haciendo reac-
cionar la solucién de PVA con glutaraldehido (Sigma
Aldrich,  solucién  25%  (p/v)) en relacion
PVA:glutaraldehido 100:0.8 (p/p) durante 10 min en
agitacion magnética, posterior a esto, se agregaron solu-
ciones de fibroina y glicerol con proporcién fibroi-

na:glicerol 3:2 (p/p) y se mantuvo bajo agitacion por 1
h, una vez homogenizada la mezcla se tomaron 10 mly
se depositaron en moldes antiadherentes y se llevaron a
estufa a 30°C durante 96 h, finalmente, las peliculas fue-
ron retiradas y almacenadas para los analisis posteriores.
La fibroina empleada para las peliculas fue fibroina sin
biofuncionalizar, fibroina biofuncionalizada por acople
de carbodiimida, y biofuncionalizadas por aprovecha-
miento de interacciones electrostaticas.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
Se analizaron la muestra de control, las muestras biofun-
cionalizadas por ambos métodos, y la heparina utilizada
para la biofuncionalizacién en un equipo SHIMADZU IR
-TRACER 100, y se barrié el rango espectral entre 4000
cm™y 400 cm™ durante 24 ciclos.

Microscopia electronica de barrido

Las muestras de control y biofuncionalizadas por ambos
métodos fueron recubiertas con una fina capa de Oro (Au)
por pulverizacién empleando un DENTON VACUUM Desk
IV, y luego fueron observadas en el Microscopio Electrénico
de Barrido (JOEL-JSM 6490 LV) operado a un voltaje de
aceleracion de 20 kV y se tomaron micrografias de la super-
ficie de cada muestra a 500 aumentos.

Angulo de contacto

Las muestras de control y biofuncionalizadas por ambos
métodos fueron analizadas en un goniémetro Data-
Physics OCA 15EC, utilizando gotas de 1ul de volumen
y se determiné el dngulo de contacto de cada una de
ellas con agua. Todas las muestras se midieron por tripli-
cado y su resultado se expresé como el promedio de
éstos con su desviacion estandar.

Propiedades mecanicas

Las muestras de control y biofuncionalizadas por ambos
métodos fueron analizadas seguin la norma ASTM D-638
(ASTM (D638-02a), 2003) en una maquina universal de
ensayos Shimadzu UH-X, con 500 N de carga y usando
una velocidad de 5 mm/min. Para cada pelicula se
evalu6 la resistencia a la traccién, el porcentaje de
elongacion a la ruptura y el médulo elastico, realizando
ensayos por triplicado y reportando el valor promedio
de los resultados y su respectiva desviacion estandar.

Prueba de coagulacion

La prueba de coagulacién de sangre para evaluar la ca-
pacidad antitrombogénica de los materiales biofunciona-
lizados consistio en interrumpir el mecanismo de coagu-
lacion de las muestras de sangre extraidas y posterior-
mente reactivarlas adicionando Ca?'. Las muestras se
analizaron al instante en que se extrajo la sangre de los
voluntarios y se hizo una segunda prueba 15 dias des-

Biofuncionalizacién de superficies a base de fibroina



0.154

0.104

Masa de coag

-

0.05 1

., SN, SRS
-k X %

—a— Control

- © - Control (15 dias)

—e— A. Carbodiimida

- © - A. Carbodiimida (15 dias)
—a— Electrostatico

- 2 - Electrostatico (15 dias)

0004 4

e e = S

0 10 20 30

40 50 300 330 360

Tiempo (min)

Figura 1. Masa de codgulos adheridos a la superficie de los materiales en funcién del tiempo.

pués, para ello, bajo autorizacion del comité de ética de
la Universidad de Antioquia, se extrajo sangre de tres
voluntarios (con consentimiento informado y firmado),
siguiendo el protocolo de extraccién a través de un ca-
téter venoso (Deschka, 2011), y se deposité en tubos
especiales con citrato de sodio (Na;C¢H;O;) para desac-
tivar la cascada de coagulacién, posteriormente, en un
tubo que contenia un fragmento de aproximadamente 1
cm? del material a evaluar se depositaron 400 ul de la
sangre extraida, posteriormente a este sistema se le
agregaron 40 ul de solucién de Cloruro de calcio (CaCl,)
0.1 M para reactivar la cascada de coagulacion en la
sangre, finalmente, se retir6 el material evaluado cada
10 min durante 60 min y se midi6 la masa total de coa-
gulos adheridos a la superficie haciendo uso de una ba-
lanza analitica en los tiempos mencionados.

Las muestras se dejaron en contacto con la sangre du-
rante 6 h y se midié la masa de coagulos adheridos en
las muestras luego de este tiempo. Todas las mediciones
se realizaron por triplicado para cada material con la
sangre de cada voluntario, teniendo asi un total de 9
réplicas por material. El resultado final se reporté como
el promedio de masa de los coagulos adheridos a la
superficie con su respectiva desviacion estandar.

Para verificar la estabilidad de la bioactividad de la hepa-
rina inmovilizada, se tomaron fragmentos de aproxima-
damente 1 cm? de las muestras y fueron puestos en in-
cubacion durante 15 d en una solucion amortiguadora

de fosfato (PBS) a pH=7.0, una vez pasado el tiempo de
incubacion, las muestras se retiraron y se realizé la prue-
ba de recalcificacion de sangre a todas ellas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de antitrombogenicidad de los materiales
biofuncionalizados

En la Figura 1 se muestran los resultados cuantitativos de
la masa total de codgulos adheridos a la superficie de los
diferentes materiales evaluados en funcién del tiempo.

En ésta se observa que a tiempo cero las muestras de
control adquieren un maximo de masa de coagulos ad-
heridos de aproximadamente 0.24 % 0.06 g en los pri-
meros 10 min de andlisis, para finalmente estabilizarse
luego de 6 h en aproximadamente 0.14 £ 0.03 g, lo que
se explica debido a que estas muestras de control, al ser
materiales extrafios y sin biofuncionalizar, permiten que
los coagulos formados se adhieran a su superficie hasta
alcanzar una masa critica que se da cuando dicha super-
ficie estd saturada de codgulos, luego estos se despren-
derdn hasta estabilizarse en la capacidad maxima que
cada superficie pueda tener. Por otra parte, las muestras
biofuncionalizadas por ambos métodos muestran un
comportamiento diferente, alcanzando un maximo de
masa de aproximadamente 0.024 £ 0.011 gy 0.022 g +
0.020 para la muestra biofuncionalizada por acople de
carbodiimida y aprovechamiento de interacciones elec-
trostaticas respectivamente, destacando que estos valo-
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Figura 2. Micrografias SEM para la muestra de
carbodiimida (b) y por aprovechamiento de interacciones electrostaticas(c) a 500 aumentos.

res permanecieron practicamente iguales durante todo
el tiempo de andlisis.

Luego de 15 dias de incubacién en solucion de PBS, se
observa que una vez pasado este tiempo, las muestras
biofuncionalizadas por ambos métodos contindan tenien-
do actividad antitrombogénica en comparacion con la
muestra de control, mientras que las muestras biofuncio-
nalizadas por aprovechamiento de interacciones electros-
taticas presentan una mayor presencia de codgulos sobre
su superficie, lo que indica que luego del proceso de in-
cubacién en PBS, la heparina presente en la superficie del
material migré hacia la solucién, por lo tanto, se puede
deducir que ésta perdié actividad rapidamente compara-
da con la muestra biofuncionalizada por acople de carbo-
diimida como muestran los resultados cuantitativos, don-
de se observa que estas dltimas tienen una actividad anti-
trombogénica significativamente mayor, permitiendo una
adhesion de coagulos aproximadamente 32 % superior
luego de 15 d de incubaciéon en PBS, sin embargo, la
muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de inter-
acciones electrostaticas permite una adhesion de coagu-
los aproximadamente 429 % superior luego de pasar por
el mismo tratamiento, es decir, luego de 15 d de incuba-
cion, las muestras biofuncionalizadas por acople de car-
bodiimida tendran aproximadamente 13 veces mas activi-
dad antitrombogénica si se compara con las muestras
biofuncionalizadas por aprovechamiento de interacciones
electrostaticas. Estos resultados son debidos a que la he-
parina se ancla a la fibroina a través de enlaces covalen-
tes, por lo que cualquier pérdida de actividad estara rela-
cionada a la degradacion del material, pero en el caso de
la biofuncionalizacién por aprovechamiento de interac-
ciones electrostaticas, la pérdida de actividad se dara tan-
to por la degradacién del material, como por la migracién
de la heparina hacia la solucién de PBS.

b‘)"." & e

Uded 200 X600 50um
control (a), bofuncionalizada por acople de

Microscopia electronica de barrido

Con el fin de evaluar el efecto de la biofuncionaliza-
cion sobre la estructura superficial del material, se ana-
lizaron las muestras de control y biofuncionalizadas
por ambos métodos.

La Figura 2 muestra las micrografias obtenidas para la
muestra de control (a), y las muestras biofuncionalizadas
por acople de carbodiimida (b) y por aprovechamiento
de interacciones electrostaticas(c).

La micrografia de la Figura 2a, correspondiente a la
muestra control, la cual presenta una superficie homogé-
nea sin evidencia de separacion de fases entre la fibroi-
nay el PVA, sin embargo, algunos defectos superficiales
se notan como producto del proceso de evaporacién de
solvente en la preparacién de la pelicula. Mientras que
las Figuras 2b y 2c, correspondientes a las muestras
biofuncionalizadas por acople de carbodiimida y por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas res-
pectivamente, muestran que el comportamiento anterior
se conserva, ademas de notarse también los mismos
defectos superficiales, teniendo las peliculas biofuncio-
nalizadas por interacciones electrostaticas una leve se-
paraciéon como consecuencia de posibles coacervados
de fibroina formados por la alta carga de sales de este
proceso. Estos resultados muestran como la inmoviliza-
cién de heparina sobre la fibroina no perjudica la estruc-
tura macroscépica del material final, y dado que no se
observan sus fases separadas, se puede garantizar que la
fibroina biofuncionalizada estard homogéneamente dis-
tribuida sobre el material, por lo tanto, éste tendra activi-
dad antitrombogénica a lo largo de toda su superficie.

Andlisis espectroscopico
El cambio de la conformacién estructural de la fibroina
en los materiales se sigui6é respecto a los métodos de

Biofuncionalizacién de superficies a base de fibroina
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Figura 3. Espectros infrarrojo obtenidos para la heparina y las muestra de control, y las muestra biofuncionalizadas
por acople de carbodiimida y por aprovechamiento de interacciones electrostaticas.

biofuncionalizaciéon, de este modo, los espectros infra-
rrojos de la muestra de control, biofuncionalizada por
acople de carbodiimida, biofuncionalizada por aprove-
chamiento de interacciones electrostaticas y de la hepa-
rina se presentan en la Figura 3.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 3,
la muestra de control presenta una banda de tensién co-
rrespondiente a los grupos -O-H en 3273 cm”, la cual se
desplaza a 3259 cm'para la muestra biofuncionalizada
por acople de carbodiimida, y a 3280 cm’ para la mues-
tra biofuncionalizada por aprovechamiento de interaccio-
nes electrostaticas, estos resultados sugieren que la aso-
ciacion de puentes de hidrogeno entre los diferentes
componentes del material cambia cuando éste se biofun-
cionaliza, tal como lo reporté Kara (Kara et al., 2016;
Pakzad et al., 2019), siendo el tipo de asociacién diferen-
te entre ambas muestras biofuncionalizadas.

La evidencia mas importante para observar el efecto de
la heparina en el material se encuentra en la zona de
grupos carbonilos, en las cuales se reconocen las ban-
das de amida | y Il, y que se presentan para la muestra
de control a 1641 cm™ y 1534 cm respectivamente, y
se desplazan a 1603 cm™ y 1501 ¢cm’ para la muestra
biofuncionalizada por acople de carbodiimida, y a 1620

cm' y 1515 cm’ para la muestra biofuncionalizada por
interacciones electrostaticas, esto puede explicarse dado
que, cuando la heparina se integra al material, tanto a
través del enlace diimida como por interacciones elec-
trostaticas, la forma en que se producen los enlaces de
hidrégeno también cambia, haciendo que la cantidad de
l[dminas-B de la fibroina aumente, y finalmente se vea
reflejado en el desplazamiento de las bandas de amida |
y amida Il de la fibroina a ndmeros de onda menores, tal
como lo report6 Cestari (Cestari et al., 2014), por lo tan-
to, estos desplazamientos garantizan que la incorpora-
cién de la heparina en el material fue exitosa.

Por otro lado, se distinguen varios cambios entre la
muestra de control y las muestras biofuncionalizadas
asociados a la extension de grupos -S=0O presentes en la
estructura molecular de la heparina, presentes en 1224
cm’, 1017 cm™ y 984 cm™ en el espectro correspon-
diente a este polisacarido. De estas senales, la primera
banda se ve desplazada hasta 1212 cm™ en la muestra
biofuncionalizada por acople de carbodiimida y hasta
1232 cm’ para la muestra biofuncionalizada por interac-
ciones electrostaticas, lo que sugiere que los grupos -
S=0 de la heparina estan interactuando a través de enla-
ces de hidrégeno con los polimeros en el material en
concordancia con lo encontrado por Cestari (Cestari et
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Tabla 1. Angulo de contacto para la muestra de control y las muestras biofuncionalizadas por acople de

carbodiimida y por interacciones electrostaticas

Muestra Angulo de contacto (°)
Control 63.5+2.38
Carbodiimida 50.0+ 3.7
Interacciones electrostéticas 371171

al.,, 2014), estos resultados se reafirman con las otras dos
bandas caracteristicas de la heparina, que se desplazan
hasta 1092 cm™ y 1022 cm™ para la muestra biofuncio-
nalizada por acople de carbodiimida, y hasta 1110 cm’
y 1041 cm™ para la muestra biofuncionalizada por inter-
acciones electrostaticas, confirmando que la heparina se
incorpora de forma exitosa en el material. Estos resulta-
dos, junto a los resultados de bioactividad a 15 dias,
muestran que dicha incorporacién es mas estable en la
muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida,
sugiriendo que el enlazamiento covalente entre la fibroi-
na y la heparina fue exitoso.

Angulo de contacto

Normalmente, la inmovilizacién de heparina lleva a ma-
teriales mas hidrofilicos (Kara et al., 2016), de este mo-
do, con el fin de estudiar el efecto de la biofuncionaliza-
cion en la hidrofilicidad del material, se hicieron medi-
ciones de angulo de contacto de las muestras contra
agua, lo anterior, teniendo en cuenta que la mojabilidad
de los materiales destinados a la fabricacién de conduc-
tos vasculares es una propiedad que contribuye a su
biocompatibilidad, especificamente, las plaquetas en la
sangre tienden a comportarse diferente cuando estan en
contacto con superficies hidrofilicas o hidrofébicas, acti-
vandose menos en superficies hidrofilicas (Yang et al.,
2006), sin embargo, la relacion entre los dominios hidro-
filicos e hidrofébicos del material deben garantizar que
pueden evitar la adsorcion de proteinas, razén por la
cual, las superficies con angulos de contacto bajos, y
alto grado de mojabilidad no necesariamente son mas
biocompatibles (Menzies & Jones, 2010)

En la tabla 1 se presentan los resultados de los valores
de angulo de contacto obtenidos en las muestras
control y las muestras biofuncionalizadas por ambas
técnicas.

Segun estos resultados, hay un descenso en el dngulo de
contacto desde 63.5° para la muestra de control hasta
50.0° para la muestra biofuncionalizada por acople de
carbodiimida, y hasta 37.1° para la muestra biofunciona-

lizada por interacciones electrostaticas, lo que evidencia
que ambos métodos de biofuncionalizacion dan como
resultado superficies mas hidrofilicas, lo cual es conse-
cuencia de un aumento en la disponibilidad de grupos
polares provenientes de la heparina tales como acidos
carboxilicos (-COOH) en la superficie, ademas, en el
caso de la muestra biofuncionalizada por aprovecha-
miento de interacciones electrostaticas, se cree que la
disminucion en el angulo de contacto se relacione a la
alta densidad de carga superficial, lo que hard que esta
muestra sea mas hidrofilica que la muestra biofuncionali-
zada por acople de carbodiimida como se ha encontra-
do previamente (Meng et al., 2018). Estos resultados
resultan interesantes, ya que el rango de hidrofilicidad
que ofrecen se adecua bastante bien para aplicaciones
relacionadas a los materiales destinados a contacto con
sangre, las cuales requieren que el material en cuestion
tenga preferiblemente un angulo de contacto en el ran-
go 6 =48° a 0 = 65°, el cual garantiza un balance apro-
piado entre la hidrofilicidad e hidrofobicidad del material
(Menzies & Jones, 2010), permitiendo mejor adhesion
de células endoteliales, evita la adsorcién de las protei-
nas presentes en la sangre y disminuye su coagulacién
(Song et al., 2019), por lo tanto, en términos de la hidro-
filicidad, resulta mas adecuado usar el acople de carbo-
diimida como técnica de biofuncionalizacion, ya que se
ajusta mejor a este rango.

Propiedades mecanicas

En la Tabla 2 se presentan los resultados de las pruebas
mecanicas realizadas a la muestra control y a las mues-
tras biofuncionalizadas por acople de carbodiimida y
por interacciones electrostaticas.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 2,
a excepcion del modulo eldstico, no se encuentra una
diferencia estadistica significativa en las demdas propieda-
des mecanicas del material cuando se prepara con la
fibroina biofuncionalizada por ambos métodos, estos
resultados son similares a los encontrados por diferentes
autores cuando se inmoviliza heparina sobre diferentes
materiales (Zia et al,, 2016), sin embargo, en el caso
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Tabla 2. Propiedades mecanicas obtenidas para la muestra de control y las muestras
biofuncionalizadas por acople de carbodiimida y por interacciones electrostaticas.

Muestra Resistencia ala Elongacion a la Madulo elastico
traccion (MPa) ruptura (%) (MPa)
Control 7.01£0.33 93.11 £ 16.10 0.74+£0.14
Carbodiimida 6.64£0.34 105.85+13.63 0.44+ 0.04
Interacciones
7.12£0.41 102.45+18.35 0.60£0.04
Electrostaticas

especifico de la biofuncionalizacion de fibroina con he-
parina, una consideracién importante a tener en cuenta
es que la estructura molecular de la heparina podra in-
teractuar a través de puentes de hidrogeno con los de-
mas componentes del material, de este modo, dado que
la heparina se inmoviliza sobre la fibroina en solucion
previo a la preparacion del material final, es probable
que la cantidad de enlaces de hidrégeno que se formen
no sea muy alta comparada con el material sin biofun-
cionalizar, y por lo tanto, estas interacciones no se vean
reflejadas en las propiedades mecanicas del material
biofuncionalizado, por otra parte, en el caso del médulo
elastico, cuando la heparina se inmoviliza por un enlace
covalente a la fibroina, esta ultima utiliza las aminas ter-
minales de su estructura para formar dichos enlaces, y
por lo tanto, la cantidad de puentes de hidrégeno que
se formaran seran lo suficientemente menores como
para afectar la rigidez del material, por lo tanto, a pesar
de que la inmovilizacién de heparina no afecta drastica-
mente las demas propiedades mecanicas, su principal
efecto se verd reflejado en médulo elastico del material
final solo cuando se biofuncionaliza por acople de car-
bodiimida, teniendo como consecuencia que el material
resulté menos rigido, por lo tanto, puede ser potencial-
mente Gtil en la fabricacién de dispositivos para contac-
to con la sangre como injertos vasculares.

CONCLUSIONES

Se logré biofuncionalizar superficies de fibroina por dos
métodos diferentes incorporando la heparina de manera
adecuado para aumentar la hidrofilicidad y llevarla al
rango requerido para poder usar este biomaterial en
aplicaciones cardiovasculares.

Los procesos seguidos para realizar la biofuncionaliza-
cién fueron adecuados tanto cuando se hace por acople
de carbodiimida como por aprovechamiento de interac-
ciones electrostaticas, sin embargo, la muestra biofun-

cionalizada por acople de carbodiimida presenté mayor
estabilidad en el tiempo, lo que demuestra que dicha
técnica resulta mejor a la hora de obtener el material
con capacidad antitrombogénica.

El material producido y biofuncioanlizado resulté mos-
trar buena respuesta a la antitrombogenicidad, ademas
de demostrarse que la biofuncionalizacion no alteré las
propiedades mecanicas, lo cual puede ser una posibili-
dad de uso como material en la fabricacién de implantes
cardiovasculares.
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