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Estudio de la citotoxicidad de peliculas
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Study of the cytotoxicity of nanohybrid films with
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ABSTRACT: The present work shows the development of hybrid films adapting the sol-gel pro-
cess with an adequate control in the design of the experimental conditions in order to incorpo-
rate silica nanoparticles to a recycled polystyrene polymer matrix (PSR). For a better incorpora-
tion between the silica and the psr it was necessary to functionalize the recycled polystyrene
with carboxyl groups of abietic acid (PsRF). The psR used for the preparation of nanohybrid films
was obtained from fast food packaging products. The cytotoxicity of the psr films without sub-
strate was evaluated, showing viability to be used as protective films on glass substrates, this
is of high relevance due to the fact that they do not present a health risk. The hybrid materials
were characterized by infrared spectroscopy. Also, mechanical and thermal properties of the
hybrid materials developed were evaluated. The glass transition temperature increased for
functionalized hybrid materials (HPSF) and recycled-functionalized hybrid materials (HPSRF)
due to the presence of abietic acid and silica. All materials increased their contact angle and
hydrophobic capacity compared to that of the uncoated substrate. The incorporation of silica
particles within the polymer matrix shows interesting improvements in the evaluated proper-
ties compared to the hybrid materials obtained from commercial polystyrene (ps). Derived from
these results, the materials developed in this work are suggested for applications such as coat-
ings on glass substrates with self-cleaning properties in terms of hydrophobicity and uva ra-
diation protection, which are of great technological relevance today.
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RESUMEN: En el presente trabajo se muestra el desarrollo de peliculas hibridas adaptando el pro-
ceso sol-gel con un control adecuado en el disefio de las condiciones experimentales con el fin de
incorporar nanoparticulas de silice a una matriz polimérica de poliestireno reciclado (PSR). Para
una mejor incorporacion entre la silice y el PSR fue necesario funcionalizar el poliestireno reciclado
con grupos carboxilo de acido abiético (psrF). El PsR utilizado para la preparacion de peliculas
nanohibridas se obtuvo a partir de productos de empaques de comida rapida. Se evalud la cito-
toxicidad de las peliculas de PsR sin sustrato, mostrando viabilidad de utilizarse como peliculas
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protectoras en sustratos de vidrio, lo anterior es de alta relevancia debido a que no presentan
riesgo para la salud. Los materiales hibridos fueron caracterizados por las espectroscopias infra-
rrojo. También se evaluaron propiedades mecanicas y térmicas de los materiales hibridos desarro-
llados. La temperatura de transicion vitrea incrementd para los materiales hibridos funcionaliza-
dos (HPsF) y los materiales hibridos reciclados-funcionalizados (HPSRF) debido a la presencia del
acido abiético y la silice. Todos los materiales incrementaron su angulo de contacto y la capacidad
hidréfoba comparando con el del sustrato sin recubrir. La incorporacion de particulas de silice
dentro de la matriz polimérica muestra mejoras interesantes en las propiedades evaluadas en
comparacion con los materiales hibridos obtenidos a partir de poliestireno comercial (ps). Deriva-
do de estos resultados, los materiales desarrollados en este trabajo se sugieren para aplicaciones
como recubrimientos en sustratos de vidrio con propiedades de autolimpieza en términos de hi-
drofobicidad y proteccion a la radiacion uva que hoy en dia son de gran relevancia tecnologica.

PALABRAS CLAVE: poliestireno reciclado, peliculas hibridas, citotoxicidad, hidrofobicidad.

Introduccion

La busqueda de nuevas alternativas a la biodegradabilidad, el reciclado o la
reutilizacién de materiales poliméricos abre hoy en dia una linea de investi-
gacién muy amplia e importante (Maharana y Mohanty, 2014). La preocupa-
cién que nos atarie a los seres humanos es proteger o remediar el medio am-
biente que hemos ido deteriorando (Ilgenenfritz, 1975; Sanchez, et.al, 2011;
Gerasin, et al., 2013). Es por esa razén que en este trabajo se propone la reu-
tilizacién de poliestireno cristal que desechamos cotidianamente a través de
contenedores transparentes de alimentos o bebidas.

La propuesta del presente trabajo es reciclar poliestireno como recubri-
miento de ventanas con caracteristicas repelentes al agua, antiempafantes o
autolimpiables pues se sabe que los polimeros como el LDPE, HDPE, PS, PET,
entre otros, polimeros son utilizados en este tipo de aplicaciones (Stevenson,
White, 2012; Borsoia et al., 2014; Hwang, et al., 2008). Primeramente se mo-
dificé la superficie del PS y PSR con un grupo hidrofébico, con el fin de mejorar
las caracteristicas hidr6fobas del polimero. Asimismo, se incorporaron nano-
particulas de silice en el PS y PSR funcionalizado (PSF y PSRF), combinando las
caracteristicas del poliestireno y de la silice a través del proceso sol-gel (Hos-
seinetal., 2011; Zou et al., 2008; Herndndez—Padrén et al., 2003), lo que pro-
mete un mejor desemperio hidrofébico del recubrimiento. En trabajos ante-
riores se han observado propiedades de alta resistencia termo-mecénica, y
anticorrosién en sustratos metalicos (Hernandez-Padrén et al., 2010, 2015).
La incorporacién de estas nanoparticulas se realiza mediante el proceso sol-
gel. Es menester mencionar que a partir de las condciones iniciales en el pro-
ceso sol-gel es posible manipular las caracteristicas quimicas y fisicas de los
nuevos materiales a niveles desde moleculares hasta nanométricos (Kotoky y
Dolui, 2006; BaoLi y DuXin, 2007). Las propiedades de estos materiales no
s6lo dependen de sus componentes individuales sino también de su morfo-
logia y propiedades interfaciales. Esto dirige a prever todas las propiedades fi-
nales del material. Actualmente, la idea para producir nuevos materiales es
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predecir las propiedades antes de elaborar un material, este hecho conduce a
seguir ampliando conocimientos en el area de los materiales hibridos.

En estos nuevos nanomateriales la incorporacién de los soles de silice
sobre la superficie de la matriz polimérica da por resultado nuevas y muy in-
teresantes propiedades, las cuales fueron evaluadas mediante diferentes téc-
nicas analiticas. Con base en los resultados obtenidos mediante la caracteri-
zaciéon de los materiales desarrollados éstos pueden ser de relevancia
tecnolégica, debido a que, con un adecuado control en el disefio de las condi-
ciones experimentales, se puede desarrollar una amplia gama de estos nuevos
materiales sin generar efectos colaterales a la salud.

Una medida importante para medir la repelencia (hidrofobicidad) al
agua en el recubrimiento es la disminucién del 4ngulo de contacto en la in-
terfase con el sustrato. La hidrofobicidad del recubrimiento fue evaluada a
través de la medicién del angulo de contacto, tomando el criterio del angulo
de contacto formado, siendo menor a 40° C para una superficie hidrofilica, y
un angulo de contacto mayor a 70° C se considera como superficie hidrofé-
bica (Howarter et al., 2008).

Todos los materiales desarrollados mostraron propiedades de hidrofobi-
cidad, antiempafiamiento y transparencia, asi como propiedades mecanicas
tales como resistencia a la flexién. Por otra parte, las muestras no mostraron
citotoxicidad con un rango de viabilidad de 75-103%. Lo anterior permite
abrir una nueva alternativa viable para la reutilizacién del poliestireno
cristal, generando recubrimientos de alta calidad en cuanto a propiedades
6pticas y mecdnicas.

Procedimiento experimental

Materiales

Todas las muestras se prepararon usando Tetraethyl orthosilicate (TEOS de
Aldrich Chem.), agua destilada, tolueno grado reactivo (J. T. Baker), poliesti-
reno cristal comercial (Resirene Co.) y poliestireno reciclado de contenedo-
res de bebidas frias.

Funcionalizacién de poliestireno comercial y reciclado (PSF y PSRF)

Cada uno de los poliestirenos se funcionalizaron con grupos carboxilo. El po-
liestireno correspondiente se mezcl6 con acido abiético (AA) en solucién de
tolueno en una relacién peso de PS o PSR con AA de 0.1, usando perdxido de
benzoilo en una relacién molar de 1 x 1072 respecto al AA, 1a mezcla se mantu-
vo en agitacién mecdnicamente durante 1h (Hernandez-Padroén et al., 2014).

Preparacion de materiales hibridos HPSR y HPSRF

El material hibrido de cada uno de los poliestirenos funcionlizados (PSF y
PSRF) se preparé a partir de soluciones anteriores. Por separado, TEOS con to-
lueno se mezcl6 con agitacién magnética por 10 minutos. Posteriormente se
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mezcl6 con la solucién de poliestireno funcionalizado correspondiente, la so-
lucién se incorpora con agitacién vigorosa. La solucién resultante se agitd y se
dejé en reflujo durante 1 h.

Caracterizacion

La caracterizacién de los materiales resultantes se llevé a cabo por espec-
troscopia FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) El anélisis infra-
rrojo se realiz6 en un espectrémetro Bruker Vector 33, utilizando la técnica
de reflectancia total atenuada (ATR) utilizando un cristal de diamante y 32
escaneos.

La morfologia de los materiales hibridos se observé mediante micros-
copia electrénica de barrido (SEM). Las observaciones se llevaron a cabo en
un microscopio de exploracién Jeol JSM-5200. Las muestras se recubrieron
con carbono por evaporacién al vacio.

El andlisis térmico TGA / DTA se llevé a cabo en un instrumento DuPont
951 operado en una atmdsfera de aire a una velocidad de 10 K min™.

Cultivo de celular

Los fibroblastos gingivales humanos (HGF) se obtuvieron de una biopsia de te-
jido gingival durante la extraccién de tercer molar de un paciente de 18 afios
de edad, con previa autorizacién del consentimiento informado. El proyecto
fue autorizado por el Comité de Bioética de ENES Unidad Leén, UNAM. El teji-
do fue almacenado en solucién salina buffer de fosfato (PBS) y antibiéticos al
2% (100 UI/ml de penicilina G y 100 mg/ml de sulfato de estreptomicina), se
lavé dos veces con PBS y el tejido fue dividido en explantes de 1 x 1 mm,
aproximadamente. El tejido fue suspendido en medio a-MEM (Gibco) suple-
mentado con el 20% de suero fetal bovino (FBS, Gibco), 1% de antibiéticos y
1% de glunamina (Glutamax, Gibco) de estreptomicina (Gibco) e incubadas a
37 °C con una atmoésfera de 5% de CO, y una humedad del 95% durante dos
semanas hasta observar un crecimiento celular exponencial y con cambio del
medio de cultivo cada tercer dia. Los HGF tiene una esperanza de vida in vitro
de aproximadamente de 40 PDL (Nivel doble de poblacién). Las células se des-
prendieron enziméticamente del plato de cultivo con 0.25% de tripsina—EDTA
0.025%-2Na (Gibco) para cada experimento. Después de que el cultivo celular
primario fue establecido, los experimentos se llevaron a cabo usando medio
DMEM complementado con 10% de FBS, antibiético al 2% y glutamina al 2%.

Ensayo de actividad citotoxica

Células HGF fueron inoculadas a una densidad de 2 x 10° células/ml en un
plato de 96-pocillos e incubadas durante 48 horas a 37 °C con 5% de CO, y
95% de humedad relativa. Las peliculas fueron inoculadas (1-10 muestras)
en cada uno de los pocillos y se agregé medio de cultivo suplementado fres-
co e incubadas por 24 horas. El numero de células viables fue determinado
por el método MTT. Brevemente, 0.2 mg/ml del reactivo MTT (Sigma) fue
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mezclado en DMEM+10% FBS y se incub6 durante 4 horas a 37° C con 5% de
CO, y 95% de humedad relativa. El formazdin fue disuelto completamente
con sulféxido de dimetil (DMsO, Karal) y analizado en un lector de micropla-
ca (ThermoFisher Scientific) a 570 nm. Se utilizé como control pocillos de
cultivo con células. Los ensayos se realizaron por triplicado a partir de tres
experimentos independientes con base a la NOM 150 10993 (Biological eva-
luation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity) donde la
interpretacién de la viabilidad celular y citotoxicidad resultante fue consi-
derada de la siguiente manera: No citotéxico: 100-75%, ligeramente cito-
téxico: 74-50%, moderadamente citotéxico: 49-25%, y, extremadamente ci-
totdxico: 24-0%.

Analisis estadistico

Para el ensayo de citotoxicidad se calculé la media, la desviacién estandar y
el porcentaje. Todos los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad
Shapiro-Wilks, pueba de ANOVA pos hoc de Tukey. La significancia estadisti-
ca fue considerada con un p<0.05 y un intervalo de confianza del 95%.

El 4ngulo de contacto fue medido en el recubrimiento del material pre-
parado sobre el vidrio de superficie colocando una gota de agua (1pl) en la
superficie, luego se tomé una imagen en la interfaz sélido-liquido con una
camara Cannon 70D. Estas imdgenes se transformaron en escala de grises y
se analizaron con el programa matemdtica. Las medidas se hicieron con
cinco replicas.

Resultados y discusion

La figura 1 muestra los espectros de infrarrojo de las muestras: a) PSR, b)
PSRF, ¢) PS y d) PSF, donde se puede observar la funcionalizacién del polies-
tireno tanto comercial como el reciclado con grupos carboxilicos debido a la
presencia de las bandas de absorcién en 1,730y 1,226 cm™ del grupo funcio-
nal (C = O), esta ultima sefial es atribuida a la vibracién del grupo éster coc
(Colthup, Wiberley, 1990).

En la figura 2, se muestran los espectros de infrarrojo de los hibridos (a)
HPRSy (b) HPSRF en donde se observan las bandas de absorcién en la region
entre 2,800 y 3,000 cm™, que estdn asociados con las bandas de absorcién
caracteristicas de poliestireno (Colthup, Wiberley, 1990). En los grupos
éster del carbonilo se perciben 1,730 cm™ y son evidencia de la reaccién
entre grupos OH (pertenecientes a grupos carboxilicos del PSF) y grupos si-
lanol en la superficie de las particulas de silice (Colthup, Wiberley, 1990).
Esta reaccion se ve favorecida por la alta electronegatividad del oxigeno y el
par solitario de electrones facilmente disponible del grupo carbonilo, y tam-
bién por la naturaleza dcida de los grupos SiOH. De esta manera, las cadenas
de polimero de PSF se unen a grupos silanol en la superficie de microesferas
de SiO,. También es posible observar que las bandas correspondientes a este
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FIGURA 1. Espectros de FT-IR (a) PSR, (b) PSRF, (c) Ps'y (d) PSF.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

FIGURA 2. Espectro de infrarrojo de los hibridos (a) HPRS y (b) HPSRF.
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material hibrido en el intervalo de 1,200 — 900 cm™ se vuelven mas anchas
(con respecto a la misma sefial proporcionada por el espectro de PSR) debido
a la interaccién entre grupos del polimero y OH grupos de las particulas de
silice.

De los termogramas TGA de los materiales preparados, se puede apreciar
a partir de este grafico que la creciente presencia de silice y la funcionaliza-
cién mejora la estabilidad térmica de los materiales hibridos, figura 3.

También se realiz6 un estudio fotografico SEM de materiales hibridos y
no hibridos. Estos materiales caracterizados muestran algunas observa-
ciones importantes sobre las morfologias asi como con respecto a algunas
otras propiedades dpticas o interesantes de estos sélidos. En la figura 4, se
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FIGURA 3. Termograma TGA de los materiales preparados.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

puede observar que el HPS presenta una segregacién de camulos de parti-
culas de silice, es decir, la muestra no es homogénea, en el caso de HPSF, la
muestra se puede observar muy homogénea en su superficie, no presenta ct-
mulos de particulas de silice, lo cual se puede atribuir a una buena interac-
cién del TEOS con el poliestireno funcionalizado.

En la figura 5, se muestran las microfotografias de los materiales hi-
bridos del poliestireno reciclado, y puede observarse una mayor interaccién
entre las particulas de silice y el poliestireno reciclado funcionalizado. Como
el caso anterior se puede suponer que el cido abiético permite que las parti-
culas de silice puedan dispersarse en la matriz polimérica formando una su-
perficie libre de cimulos. Ademds, se puede observar que el HPSR no pre-
senta camulos grandes como en el caso del HPS (figura 4a).

FIGURA 4. Micrografias Sem de (a) HPS y (b) HPSF.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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FIGURA 5. Micrografias SEM de (a) HPSR y (b) HPSRF.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

La idea general del estudio de la morfologia de la superficie de los mate-
riales hibridos es determinar la homogeneidad a partir de la dispersién de
las particulas de silice, porque esta caracteristica es importante para deter-
minar la transparencia, traslucidez u opacidad de las peliculas (Herndndez—
Padrén, et al., 2003), ya que la aplicacién final de los hibridos es producir pe-
liculas de recubrimiento sobre vidrio.

En la figura 6, se muestran los resultados de citotoxicidad donde se
puede observar que las muestras de poliestireno reciclado y sus hibridos no
mostraron citotoxicidad con una rango de viabilidad de 75-103% (0.526-
1.021 absorbancia), con una ligera disminucién de la viabilidad en las mues-
tras poliestireno comercial (HPS, PSF y HPSF).

FIGURA 6. Actividad citotoxica de sustratos PSR, PSRF, HPSR, HPSRF, PS, PSF, HPS e HPSF, CONT (HGF con-
trol). Fibroblastos gingivales humanos (HGF) fueron inoculados en platos de 96-pocillos junto con las
peliculas. La viabilidad celular fue determinada por el ensayo de mTT a 570 nm. El rango de viabilidad
celular fue de 75-103% (0.526-1.021 absorbancia) *P<0.05, ANOVA pos hoc de Tukey.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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El orden de la viabilidad celular correspondié de la siguiente manera:
Muestra PSRF<PSR<HPSR<HPSRF<PS<HPS<HPSF y PSF. Las muestras PSF,
HPS y HPSF redujeron significativamente la viabilidad celular (p<0.05).

En la tabla 1, se muestran los resultados del dngulo de contacto del po-
liestireno reciclado, poliestireno comercial, los polimeros funcionalizados y
sus hibridos correspondientes. Aqui podemos observar que en general el re-
cubrimiento aumenta el dngulo de contacto permitiendo que el material
tenga un comportamiento hidrofébico con dngulos mayores a 400, como
puede apreciarse en la fotografia 1, que muestra el comportamiento de las
peliculas sobre el sustrato con el agua.

TABLA 1. Angulo de contacto en sustrato de vidrio con recubrimiento.

Recubrimiento Pelicula original sin sustrato Original con sustrato

Sustrato 37.6262
PSR 63.6669 67.5206
PSR-F 76.6075 82.0304
HPSR 74.7449 69.7435
HPSR-F 20.5801 68.2995

PS 82.1467 87.4552

PS-F 53.2858 77.4712

HPS 81.2538 81.5966
HPS-F 58.5432 78.8049

Fuente: Elaboracion de los autores.

FOTOGRAFIA 1. Prueba de hidrofobicidad de las peliculas sobres sustrato de vidrio.

PS-F PSRF

Fuente: Obtenidas por los autores.

HPSRF
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Conclusion

Se prepararon exitosamente materiales hibridos con poliestireno reciclado.
Se introdujeron particulas de silice a la matriz polimérica mediante el proce-
so sol-gel. La matriz polimérica fue modificada con acido abiético, identifi-
cando mediante espectroscopia FT-IR el grupo caboxil de los polimeros fun-
cionalizados (PSF y PRSF). El cual desaparece en los materiales hibridos (HPSF
y HPSREF) lo cual sugiere una interaccién del —COOH con los silanoles.

Por medio de SEM se observé que los hibridos de poliestireno (HPS y
HPSR) muestran segregacion de las particulas de silice en la superficie de los
materiales, en tanto los hibridos funcionalizados se observan mds homogé-
neos, lo cual influye en la transparencia visual de los recubrimientos. Estos
dos materiales hibridos también muestran un incremento en su Tg. La pre-
sencia de otros compuestos en el PSR, atribuidos a que el poliestireno es un
material reciclado, esto no afecta el proceso de preparacién ni las propie-
dades de hidrofobicidad y homogeneidad de los hibridos funcionalizados.

Los angulos de contacto del poliestireno reciclado son muy similares al
poliestireno comercial, obteniendo resultados satisfactorios de hidrofobi-
cidad, por lo que estos recubrimientos pueden ser comercialmente intere-
santes ya que pueden aplicarse como recubrimientos autolimpiables, por
ejemplo, en ventanas de edificios.

Los resultados de citotoxicidad muestran la viabilidad de usar las peli-
culas de poliestireno reciclado como recubrimientos sobre sustratos de vi-
drio, comparadas con sus analogas hechas con poliestireno comercial, lo cual
abre una nueva alternativa para el reuso de este polimero basado en la meto-
dologia propuesta en este trabajo. Asimismo es factible que puedan ser fa-
bricadas a nivel industrial.
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