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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo de tesis se describe la sintesis y la caracterizaciéon de un hidrogel
hibrido en forma de membrana delgada, hecho a base de quitosano y poli(alcohol
vinilico) entrecruzado quimicamente con epiclorhidrina (CS, PVA y ECH por sus
siglas en inglés respectivamente) para posibles aplicaciones en el area de ingenieria
de tejidos.

La respuesta mecanica de los hidrogeles se evalué mediante pruebas de tension
uniaxial, mientras que las propiedades estructurales tales como el peso molecular
entre puntos de entrecruzamiento (M_,;), el tamafio de poro o malla (Dy) y la fraccién
volumétrica del polimero (vg) fueron determinadas a partir del médulo elastico bajo
tension uniaxial y el porcentaje de hinchamiento, en combinacion con la teoria de la
red polimérica afin desarrollada por Kuhn. Los hidrogeles presentaron un modulo de
elasticidad de 11.5 + 2 MPa y 9 + 1 MPa. Dichos valores corresponden a membranas
sometidas a radiacion ultravioleta y sin radiar respectivamente.

La caracterizacion biolégica de las membranas se llevd a cabo en la unidad de
Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa del Instituto Nacional
de Rehabilitacion (INR). El efecto citotoxico de los hidrogeles debido a la posible
presencia de trazas de ECH sin reaccionar, se evalué mediante pruebas con
bromuro de 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difeniltetrazolio, mejor conocido como MTT.
La viabilidad de las células sembradas sobre los hidrogeles de CS/PVA/ECH se
estudi6 usando calceina-AM/homodimero de etidio y mediante microscopia
electrénica de barrido ambiental (ESEM, por sus siglas en inglés) se determiné la
adhesion celular. Los resultados obtenidos mostraron la ausencia de efectos
citotoxicos durante los primeros dias de cultivo in vitro, se demostré la viabilidad del
99% de las células sembradas sobre los hidrogeles y mediante ESEM se observoé su
adhesion a la superficie del material y la formacion de matriz extracelular.

Finalmente, para descartar la presencia de ECH sin reaccionar en los hidrogeles,
pequeias muestras de las membranas se estudiaron mediante resonancia

magnética nuclear de protones ('H RMN) y espectroscopia infrarroja por
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transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés). En ambos casos, los
espectrogramas no mostraron los picos caracteristicos de la ECH. Conforme a estos
resultados se demostré que tras el proceso de entrecruzamiento y sintesis de las
membranas, no quedaron residuos de ECH en los hidrogeles, por lo que la
posibilidad de liberacion de trazas del agente entrecruzante durante el cultivo celular
se descartd.

Asi, los hidrogeles hibridos de CS/PVA/ECH permiten el crecimiento celular y la
formacion de matriz extracelular, mostrando buenas propiedades bioldgicas,

mecanicas y estructurales para su uso potencial en ingenieria de tejidos.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

“La necesidad es real, 116839 personas estan esperando un 6rgano y 18 de
ellas morirdn cada dia en espera de uno” [1]. La demanda de 6rganos y tejidos
incrementa dia a dia de acuerdo con las estadisticas reportadas por la Organ
Procurement Transplant Network (OPTN) y la Scientific Registry of Transplant
Recipients (SRTR) [1]. A pesar de que el numero de donadores ha incrementado, los
receptores frecuentemente presentan ciertas complicaciones tales como infecciones
o incluso el rechazo del tejido trasplantado [2]. Para tratar de reducir estos riesgos,
hace unas cuantas décadas surgié un area cientifica multidisciplinaria denominada
ingenieria de tejidos. La ingenieria de tejidos se ha enfocado en el desarrollo de
andamios celulares en 2D y 3D para la sustitucion de érganos y tejidos. Desde la
perspectiva de la biologia celular, los andamios deberan ser vistos como estructuras
biomiméticas de la matriz extracelular. Los objetivos principales de los andamios son:
a) definir un espacio sobre el cual sera moldeado un tejido nuevo, b) sustituir
temporalmente las funciones mecanicas y estructurales del tejido nativo y c) servir de
guia al tejido en crecimiento [2-4].

Los andamios celulares pueden ser fabricados de diferentes formas (i.e. como
membranas, esponjas, fibras, esferas, etc.) mediante el uso de diversas técnicas,
tales como: electrohilado, depésito y lavado de particulas, separacion de fases,
extrusion, moldeo por fusién y liofilizacién; asi como una combinacién de dichos
procedimientos [2-5]. Todas estas técnicas han tratado de satisfacer los
requerimientos basicos de los andamios, dentro de los que destacan: una apropiada
porosidad (para el flujo éptimo de nutrientes y desechos), un éptimo tamafio de poro
(entre 5 y 10 veces mayor al diametro de la célula) y una velocidad de
biodegradacion razonable durante el crecimiento in vitro e in vivo del tejido (esto para
conservar la estabilidad mecanica del nuevo tejido); sin embargo, una desventaja de
estas técnicas es que se obtienen andamios con propiedades mecanicas pobres e
inhomogéneas. Debido a ello, actualmente se estd haciendo un esfuerzo continuo

por mejorar las propiedades y estabilidad mecanica de los biomateriales.
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En los ultimos afnos, los hidrogeles se han presentado como una excelente
alternativa para ser empleados como andamios en ingenieria de tejidos. Lo anterior
se debe a que poseen propiedades fisicas y estructurales semejantes a las de la
matriz extracelular (MEC) de muchos tejidos blandos; es decir, son elasticos,
permeables y capaces de retener grandes cantidades de agua en su interior
permitiendo el flujo de nutrientes y material de desecho. Los hidrogeles que
pretendan ser empleados como andamios celulares deberan ser biocompatibles,
permeables y altamente hidrofilos, asi como contar con propiedades mecanicas
similares a las del tejido a sustituir [6, 7].

El quitosano (CS) y el poli(alcohol vinilico) (PVA) son dos polimeros ampliamente
estudiados que se han usado por separado o como una mezcla polimérica en
diversas aplicaciones biomédicas [8-11].

Algunos investigadores han estudiado las propiedades fisicas y quimicas de los
hidrogeles basados en CS [12-15]. Se sabe que el CS proporciona excelente
biocompatibilidad, es biodegradable y tiene propiedades antimicrobianas; sin
embargo, es un material fragil. Para mejorar las propiedades mecanicas del CS, se
ha buscado mezclarlo con otros polimeros entre los cuales destaca el PVA. Algunos
autores han llevado a cabo investigaciones para entender la respuesta mecanica,
térmica y bioldégica de la mezcla CS/PVA [16-18]. De acuerdo a los resultados
reportados en la literatura, es evidente que la mezcla proporciona un material con
potencial para ser usado en aplicaciones biomédicas [9, 19].

Aunque la mezcla CS/PVA es frecuentemente propuesta para su uso como
liberador de farmacos (5-fluorouracilo’, nano insulina, dexametasona?) [20-22], como
andamio celular para la regeneracidon de: piel, higado, cartilago y vasos
sanguineos [23-27] 6 incluso como marcador fluorescente en medicina [28]; algunas
de estas aplicaciones requieren mejores propiedades mecanicas que las que la
mezcla CS/PVA puede ofrecer (~17 MPa en su médulo elastico y resistencia a la
tension de ~19 MPa). Diversos esfuerzos se han realizado por incrementar sus

propiedades mecanicas con el fin de optimizar su uso.

1 . . 5 . .
Antimetabolito usado en el tratamiento del cancer de piel.
2 . .
Inmunosupresor y antiinflamatorio.
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El entrecruzamiento fisico y/o quimico de la red polimérica ha mostrado mejorar
el modulo elasticos y la resistencia a la tension de la mezcla CS/PVA (~22 MPa y
~23.5 MPa, respectivamente) [29, 30]; particularmente, algunos estudios
relacionados con las propiedades mecanicas y estructurales de los hidrogeles de
CS/PVA reportan el uso de glutaraldehido (GA por su acrénimo en inglés) como
agente entrecruzante para mejorar su comportamiento mecanico [23-25, 27, 31].

El genipin, es otro agente entrecruzante que se ha utilizado recientemente para
mejorar la respuesta mecanica de la mezcla CS/PVA. Bispo et al. [32], demostraron
que la mezcla CS/PVA entrecruzada con genipin es biocompatible y que el
incremento del contenido de CS respecto al PVA disminuye el indice de
hinchamiento de los hidrogeles [32].

Un entrecruzante que se ha utilizado muy poco en la mezcla CS/PVA es la
epiclorhidrina (ECH por su acrénimo en inglés). Aunque existen un par de articulos
donde se estudian fibras hechas a base de CS/PVA y entrecruzadas con ECH [33,
34], ninguno de ellos evalua la influencia del agente entrecruzante sobre las
propiedades mecanicas, estructurales y biolégicas del material.

El objetivo de este trabajo consiste en proporcionar una metodologia sencilla
para determinar las variaciones mecanicas y estructurales de un hidrogel hibrido
hecho a base de CS/PVA y entrecruzado por medios fisicos (radiaciéon UV) y
quimicos (ECH) para su uso como andamio celular en la regeneracion de cartilago
elastico. La metodologia propuesta utiliza el médulo de corte obtenido a partir de
ensayos de traccidn uniaxial en combinacién con teorias bien establecidas, tales
como la teoria clasica de la termodinamica, la termodinamica estadistica y el modelo
de la red afin [35, 36], para determinar la influencia de los agentes entrecruzantes en
los parametros estructurales y propiedades mecanicas de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de tesis consiste en realizar la caracterizacion
mecanica, estructural y biolégica de un hidrogel hibrido hecho a base de quitosano
(CS) y poli(alcohol vinilico) (PVA) entrecruzado quimicamente con epiclorhidrina
(ECH).

Objetivos particulares

* Obtener hidrogeles de CS/PVA/ECH en forma de membranas delgadas a
través del método de evaporaciéon de los disolventes.

* Evaluar la cinética de absorcién de las membranas de CS/PVA/ECH
mediante pruebas de hinchamiento.

* Caracterizar las membranas sintetizadas por métodos espectroscopicos
(DRX, FTIR y '"H RMN) y mecanicos (pruebas de traccién uniaxial).

* Relacionar las propiedades mecanicas de los hidrogeles con los
parametros estructurales que describen su red polimérica, a saber:

» densidad de entrecruzamiento, ¢.;

» peso molecular entre puntos de entrecruzamiento, M_,;;
» tamafo de malla, Dy; y

= fraccion volumétrica al equilibrio, vy.

* Analizar la biocompatibilidad de los hidrogeles de CS/PVA/ECH mediante
ensayos de viabilidad (calceina-AM/homodimero de etidio), citotoxicidad
(MTT) y adhesion celular a su superficie (ESEM).

* Evaluar la viabilidad del andamio celular en la formacién de cartilago

elastico auricular mediante ingenieria de tejidos.
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CAPITULO 1

CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1. El Oido Externo

El oido u 6rgano vestibulococlear, es un érgano par situado en el hueso temporal
del craneo que se especializa en dos funciones distintas: el equilibrio y la audicion. El
oido permite el registro de las vibraciones del aire (ondas sonoras) las cuales,
posteriormente se transforman en impulsos eléctricos que son interpretados por el
cerebro como sonidos [37]. En cada oido se pueden distinguir tres partes: oido
externo, oido medio y oido interno (Figura 1.1).

El oido externo puede ser definido como un aparato de transmisién, ya que
durante el proceso de audicion recoge las ondas sonoras del ambiente y las conduce
al oido medio. El oido externo estd formado por una parte externa, el pabelldén
auricular, y una interna, el conducto auditivo externo.

El pabelldn auricular, auricula u oreja, es la Unica parte visible del oido cuya
funcién es localizar y amplificar los sonidos. Se localiza en la parte lateral del craneo

por debajo de la fosa temporal, delante y encima del hueso mastoides [38].

Oido interno

- [—males
\\ Céclea Semicirculares

Nervio Vestibular
Nervio Facial
// Nervio Auditivo

Pabellon
Auricular § Trompa
de

Eustaquio

Conducto Auditivo |

Oido externo

timpanica

Figura 1.1: Estructura del 6rgano vestibulococlear. “%rta®@ @[3



ANTECEDENTES

El pabelldbn auricular presenta un esqueleto cartilaginoso muy resistente
recubierto por pericondrio® y piel suave. Dicho esqueleto cartilaginoso esta formado
por cartilago elastico, el cual posee una matriz extracelular que contiene condrocitos,
colagena tipo Il y numerosas fibras de elastina dispuestas en forma aleatoria que le
confieren su color amarillo caracteristico [38]. El cartilago elastico aumenta de
volumen mediante dos mecanismos: crecimiento intersticial (divisibn de los
condrocitos presentes en el cartilago) y crecimiento por aposicion (formacién de
condroblastos a partir de células indiferenciadas en el pericondrio); no obstante, su
capacidad de regenerarse es limitada [40].

Gracias a las fibras de elastina presentes en la matriz extracelular, el cartilago
elastico posee una estructura flexible notablemente superior a la que muestran los
cartilagos hialino y fibroso presentes en otras partes del cuerpo. Asi, el cartilago
elastico, sostiene el pabelldn auricular y mantiene su estructura permitiéndole ser
flexible, blando y resistente.

El pabellén auricular (Figura 1.2) cuenta con elevaciones y depresiones, las
primeras son el hélix, el antehelix, el trago, el antitrago y el I6bulo (Unica porcién que
no posee cartilago elastico). La principal depresion es la concha, en la cual se abre el
conducto auditivo externo, encargado de transmitir las ondas sonoras desde el

pabellon auricular a la membrana timpanica [37, 38].

Hélix

Fosa
triangular

Orificio
auditivo

Antihélix externo

Concha

Trago

Anlitrago ——— Lébubo

Figura 1.2: Esquema con las partes del pabellon auricular. M

Capa de tejido conjuntivo denso irregular que rodea al tejido cartilaginoso, aportandole sustancias nutritivas



CAPITULO 1

1.2. Malformaciones del oido externo

Las deformaciones del pabelldbn auricular se deben a una alteracién en el
desarrollo embrionario. Se pueden clasificar en 5 grupos dependiendo su gravedad,
en orden descendente son [42, 43]:

l.  Anotia,

Il.  Microtia,
[ll.  Hipoplasia del tercio medio de la oreja,
IV.  Hipoplasia del tercio superior de la oreja y

V. Orejas prominentes

La anotia (Figura 1.3 A) es el caso mas severo, se produce cuando existe una
ausencia total del pabell6n auricular. Mientras que la microtia (del latin “micro” que
significa pequefio y “otia” = estado de la oreja) es una deformidad en la cual los
pacientes tienen una oreja mas pequena de lo normal y con importantes cambios
estructurales (Figura 1.3 B) [42, 45].

Se calcula que la microtia y la anotia se presentan en aproximadamente 1 de
cada 6,000 a 7,000 nacimientos. Es mas frecuente en hombres que en mujeres

(2.5:1) y el 80% de los casos son unilaterales (sélo una oreja es afectada), siendo el
lado derecho el mas afectado [42].

Figura 1.3: Malformaciones del pabellén auricular: A) anotia y B) microtia. B
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1.2.1. Tratamiento

Aunque la auricula representa una pequefa parte de la superficie total del
cuerpo, es una de las estructuras tridimensionales mas complejas. La reconstruccién
de la estructura auricular puede llevarse a cabo de manera quirdrgica usando
cartilago autélogo (procedente del mismo paciente), a través de implantes

aloplasticos, o bien, mediante ingenieria de tejidos [46].

1.2.1.1. Reconstruccion quirurgica

Actualmente, el estdandar de oro para la reconstruccién de la microtia y otras
deformidades auriculares, es el uso de cartilago autélogo. Esta técnica fue
desarrollada a mitad del siglo pasado por Tanzer [47]. Consiste en reconstruir el
tejido dafiado usando cartilago costal (de tipo hialino) del propio paciente, el cual, es
esculpido por el cirujano para recrear la estructura tridimensional de la auricula y

posteriormente es implantado debajo de la piel periauricular (Figura 1.4) [47-50].

Figura 1.4: Reconstruccion auricular mediante el uso de cartilago costal. 501

A pesar de la estabilidad a largo plazo y el alto grado de biocompatibilidad que se
logra con este método; el uso de cartilago costal autdlogo tiene numerosos
inconvenientes, entre ellos destacan los siguientes: el gran numero de cirugias

necesarias, dolor postoperatorio, deformaciones del tdrax, condritis, colapso
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pulmonar o neumotdrax®, infecciones, seroma® y necrosis del injerto y/o de la piel en
el sitio de implante [45, 47]; aunado a la incapacidad del cartilago costal de replicar

las complejas propiedades mecanicas del cartilago elastico auricular [46].

1.2.1.2. Implantes alopldsticos

De manera alterna, la reconstruccion de la microtia se puede lograr utilizando
materiales sintéticos, los cuales podrian replicar el contorno y la elasticidad del
cartilago de la oreja normal mucho mejor que el cartilago hialino costal. Tal es el
caso de los implantes de silicon o de polietileno (Medpor®).

Inicialmente los implantes de silicon fueron los mas empleados, no obstante, hoy
en dia el material mas utilizado es el polietiieno poroso. A pesar de los buenos
resultados cosméticos que se han obtenido con ambos implantes, en mayor o menor
frecuencia, se han presentado problemas de biocompatibilidad, mayor probabilidad
de infeccidn, riesgo de extrusién y su durabilidad a largo plazo resulta incierta debido

a la degradacioén del material [46, 51, 52].

1.2.1.3. Ingenieria de Tejidos

Para evitar estas complicaciones y mejorar los resultados cosméticos y
funcionales de la reconstruccion auricular, durante los ultimos afios se ha realizado
un esfuerzo considerable por generar cartilago elastico mediante ingenieria de
tejidos. Dicha estrategia, implica la fabricacion de un andamio celular (hecho de
biomateriales sintéticos, naturales o una combinacién de ambos) que sustituya la
estructura tridimensional del pabellén auricular y les brinde el soporte necesario a las
células mientras se replican para formar el nuevo tejido. Asi, el andamio celular
tomara temporalmente el lugar de la matriz extracelular (MEC) del cartilago elastico.

La MEC es un sistema multicomponente complejo, esta formada por

constituyentes de bajo y alto peso molecular (glicosaminoglicanos, colagena,

Presencia de aire en el espacio interpleural. Esto origina el colapso de los pulmones y compromete la funcidn respiratoria
del paciente.

Acumulacion de grasa liquida, suero y linfa debajo de la herida quirurgica.
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elastina, entre otros) producidos por las propias células para formar una red
compleja. La MEC proporciona soporte mecanico a los tejidos, organiza a las células
en tejidos especificos y controla el comportamiento celular. En otras palabras, la
matriz extracelular, es una estructura dinamica que proporciona soporte estructural y
de anclaje a las células para mejorar la arquitectura del tejido y la proliferacion
celular.

Con la finalidad de sustituir temporalmente a la MEC y dar lugar a la formacion
de un nuevo tejido, el andamio es cubierto con condrocitos auriculares del propio
paciente para luego, ser cultivado de manera in vitro durante cierto tiempo y
posteriormente ser implantado en el receptor para que continte el crecimiento del
tejido de forma in vivo. Con el tiempo, los condrocitos injertados formaran una nueva
matriz extracelular cartilaginosa que reemplazara poco a poco al andamio celular,
generando asi un nuevo cartilago auricular [49].

Las ventajas de esta técnica son numerosas, ya que se evita el dafio innecesario
a otras zonas del cuerpo (como en el caso del uso de cartilago costal), es posible
crear andamios con una forma especifica, no es necesaria una gran cantidad de
células para iniciar la formacion del tejido y se evita un posible rechazo inmunolégico
al utilizar células autoélogas [48, 51].

Tomando en consideracién todo lo anterior, es posible concluir que el éxito de la
regeneracion de cartilago mediante ingenieria de tejidos requiere de dos elementos
importantes: 1. células capaces de mantener su linaje y formar una matriz
extracelular; y 2. andamios celulares biocompatibles, mecanicamente estables (para
sustituir temporalmente las funciones del tejido nativo), degradables y con
propiedades estructurales favorables para promover la adhesion, proliferacion y
condrogénesis [2-4, 51].

La postura mas comun y la mas utilizada es la de emplear polimeros como medio
de sostén de los condrocitos auriculares. Diversos polimeros tanto naturales como
sintéticos se han estudiado para este propdsito [45, 48, 49, 51, 53-55]; sin embargo,
aun no se ha encontrado un material 6ptimo para la formacién de implantes

auriculares.
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1.3. Hidrogeles

Durante los ultimos afos, se ha incrementado el uso de hidrogeles como
andamios celulares en ingenieria de tejidos, esto es debido a que poseen
propiedades mecanicas y estructurales similares a la matriz extracelular y a muchos
tejidos bioldgicos [2, 9, 56, 57].

Los hidrogeles son redes macromoleculares reticuladas o entrecruzadas
formadas por polimeros con grupos hidréfilos (principalmente grupos hidroxilo -OH,
amidas -CONH;, acidos carboxilicos -COOH y acidos sulfénicos -SO3H). Pueden
estar compuestos por cadenas poliméricas del mismo tipo o por una mezcla de
polimeros. Se forman al unir las cadenas de sus componentes mediante enlaces
quimicos covalentes o bien mediante interacciones secundarias débiles y enredo de
las cadenas poliméricas [58].

Estas redes tienen una alta afinidad por el agua y son capaces de absorber
grandes cantidades de liquido (agua o fluidos biologicos) sin disolverse; lo anterior se
debe al enmarafiamiento y/o a los enlaces quimicos formados entre las cadenas [59,
60]. El liquido penetra en la red polimérica hasta alcanzar un equilibrio fisicoquimico,
provocando asi el hinchamiento del hidrogel [60].

Los hidrogeles completamente hinchados poseen propiedades fisicas comunes a
los tejidos vivos que los hacen idoneos para su uso como andamios celulares. Entre
estas propiedades destacan: su contenido de agua relativamente alto, su
permeabilidad al oxigeno y nutrientes, su estructura suave y elastica, asi como su
baja tension interfacial con el agua o fluidos biolégicos. De este modo, la naturaleza
elastica de los hidrogeles una vez hinchados, minimiza la irritacién a los tejidos
circundantes después de su implantacion y la baja tensidén interfacial entre la
superficie del hidrogel y los fluidos corporales, favorece el transporte de oxigeno y
nutrientes a las células [61].

El grado de hinchamiento del hidrogel depende principalmente de dos factores: la
hidrofilicidad de sus cadenas poliméricas y su densidad de entrecruzamiento [59].
Incrementar la densidad de entrecruzamiento del sistema se traducira en un hidrogel

con mayor resistencia a la tensién que la presentada por el mismo hidrogel sin
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entrecruzar; sin embargo, esto disminuird su hinchamiento y elasticidad; por lo que
se debe buscar un grado éptimo de reticulacion que permita obtener las propiedades
biolégicas, mecanicas y estructurales necesarias para satisfacer los exigentes

requerimientos a los que estara sometido el hidrogel una vez dentro del cuerpo.

1.3.1. Clasificacion

Los hidrogeles se pueden clasificar con base en diferentes propiedades, tales
como el método de preparacion, su estructura fisica, cargas io6nicas,
biodegradabilidad, tipo de entrecruzamiento, naturaleza de los polimeros que lo
conforman, entre otras. Para este trabajo son de mayor relevancia las dos ultimas, el
tipo de entrecruzamiento presente en la red polimérica y el origen de los polimeros

que forman el hidrogel.

1.3.1.1. Por el tipo de entrecruzamiento

En aplicaciones como andamios celulares o membranas de filtracién los
hidrogeles no solo necesitan ser estables en condiciones humedas, sino también
resistentes a una combinacion de esfuerzos quimicos y mecanicos, por lo cual es
necesario estabilizarlos. La reticulacion o entrecruzamiento de su red polimérica es
una manera de lograrlo, pudiéndose llevar a cabo de dos formas: una de ellas
consiste en someter el hidrogel a distintos procesos fisicos, mientras la segunda
implica el uso de agentes quimicos.

Asi, con base en el tipo de entrecruzamiento que presenta su red polimérica los
hidrogeles se pueden clasificar como “hidrogeles quimicos” o irreversibles, o bien
como “hidrogeles fisicos” o reversibles [59].

En los hidrogeles quimicos (Figura 1.5 A), el entrecruzamiento es a causa de la
formacion de enlaces covalentes entre los grupos funcionales de las cadenas
poliméricas del hidrogel. Esto gracias a la accion de un agente entrecruzante [58].
Los agentes entrecruzantes, son moléculas bifuncionales o multifuncionales de bajo

peso molecular, que estabilizan a los hidrogeles debido a la unién o enlace entre los
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grupos funcionales presentes en el sistema. Estos hidrogeles poseen una estructura
polimérica mucho mas rigida y no pueden ser disueltos en agua u otros disolventes a
menos que el enlace covalente sea roto.

Por el contrario, en los hidrogeles fisicos (Figura 1.5 B) la unidén entre cadenas se
debe a enlaces secundarios débiles tales como fuerzas de van der Waals, puentes
de hidrégeno, interacciones electrostaticas, enmarafamiento entre cadenas
poliméricas, cristalizacién, entre otras [59]. Debido a ello, este tipo de hidrogeles
presentan una red polimérica tridimensional formada por uniones que no son
completamente estables y pueden ser disueltos si se altera la temperatura, pH, y/o

fuerza i6nica del medio en el que se encuentren inmersos [2, 58-60].

cristalina

Figura 1.5: Representacion esquematica de la red polimérica de un hidrogel: A) quimicamente entrecruzado,
B) fisicamente entrecruzado. 9

1.3.1.2. Por el origen de los polimeros

De acuerdo con el origen de los polimeros que conforman el hidrogel, estos se
pueden clasificar en hidrogeles naturales, sintéticos o hibridos.

Los hidrogeles sintéticos son atractivos para su uso en ingenieria de tejidos
debido a que sus propiedades mecanicas, estructurales y fisicoquimicas pueden ser
facilmente controladas y reproducidas en el laboratorio mediante la modificacién de

la estructura quimica del polimero precursor (i.e. peso molecular, sustituyentes de la



ANTECEDENTES

cadena principal, arreglo estereoquimico de la molécula, quiralidad, entre otros) y la
reaccion de polimerizacién [56]. Entre los materiales sintéticos mas usados para la
formacion de hidrogeles se encuentran: el polietilenglicol, poli(6xido de etileno),
polifosfaceno, poli(fumarato de propileno) y el poli(alcohol vinilico) (PEG, PEO, PPF y
PVA, por sus siglas en inglés respectivamente) [56, 62].

Asimismo, los polimeros sintéticos poseen una mejor estabilidad térmica y sus
propiedades mecanicas (deformaciones >250% y mddulos elasticos del orden de
1x10° Pa) son superiores en comparacion con algunos polimeros naturales; sin
embargo, la mayoria de ellos no promuevan la adhesion celular, no se degradan bajo
condiciones fisioldgicas y pueden incluir residuos de iniciadores u otros componentes
o impurezas que alteren el crecimiento celular [63].

A diferencia de los polimeros sintéticos, los polimeros de origen natural se han
usado con mayor frecuencia como andamios celulares debido a que han demostrado
ser biocompatibles, degradables bajo condiciones fisiolégicas y promover la
interaccion celular [56]. Esto se debe a que la mayoria de los polimeros naturales
poseen propiedades macromoleculares similares a la matriz extracelular o bien son
componentes de ella.

La principal desventaja de los polimeros naturales es que generalmente
presentan un intervalo muy limitado de propiedades mecanicas (deformaciones
<100% y modulos elasticos del orden de 1x10* Pa) y exhiben variaciones
significativas tanto en sus propiedades mecanicas como fisicoquimicas. Algunos de
los polimeros naturales mas empleados incluyen proteinas como la colagena y la
grenetina; glicosaminoglicanos como el acido hialurénico y el sulfato de condroitina; o
polisacaridos como la celulosa, el alginato, la agarosa y el quitosano (CS) [62].

La mezcla de polimeros naturales y sintéticos pueden formar una nueva clase de
materiales denominados hibridos, los cuales son biocompatibles y presentan mejores
propiedades fisicoquimicas y mecanicas comparadas con las de sus componentes
individuales [63]. Debido a ello, los hidrogeles hibridos se han perfilado como

materiales sumamente prometedores para aplicaciones biomédicas.
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1.4. Quitosano

El quitosano (CS) es un polimero semicristalino que existe en la naturaleza como
quitina, la cual, es un compuesto macromolecular formado por unidades repetidas de
N-acetil-2-amino-desoxi-D-glucosa unidas por enlaces (-(1,4) (Figura 1.6 A) [64]. La
quitina es el segundo polisacarido mas abundante después de la celulosa, se
encuentra en el exoesqueleto de los artropodos e insectos, en los moluscos,
anélidos, protozoarios, algas y en la mayoria de los hongos [62, 64].

A partir de la desacetilacién bajo condiciones alcalinas de la quitina, se obtiene el
CS, un polisacarido lineal compuesto por unidades B-(1,4) 2-amino-2-desoxi-D-
glucosa (Figura 1.6 B) [64]. Debido a que el 100% de la desacetilacion de la quitina
nunca se logra, en realidad el CS actua como un copolimero formado por unidades
repetidas de N-acetil glucosaminas y N-glucosaminas unidas entre si por enlaces
B-(1,4) (Figura 1.7). La proporcién de cada una de estas unidades repetidas en la
macromolécula variara conforme al grado de desacetilacion (DA) conseguido, el cual,
generalmente oscila entre el 56% - 99% [8, 31, 65]. Asi, el grado de DA del CS es un

indicador del contenido de grupos amino libres en las cadenas de CS.
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Figura 1.6: Estructura quimica de la unidad repetida de A) la quitina y B) el quitosano. oo
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Figura 1.7: Estructura quimica de la unidad repetida del quitosano parcialmente desacetilado. 6%
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De igual modo, el grado de DA influye en la viabilidad biolégica y en las
propiedades fisicoquimicas del CS como solubilidad, cristalinidad, viscosidad,
floculabilidad, capacidad de intercambio idnico, reactividad y respuesta celular, entre
otras propiedades [64, 65].

A diferencia de la quitina, el CS es soluble en acidos diluidos debido a la
protonacion de los grupos amino libres en cada unidad desacetilada (-NH, = -NH3")
[64]. De esta manera, el CS posee cargas idnicas positivas que facilitan su unién
quimica con grasas, iones metalicos, proteinas, glicosaminoglicanos® anidnicos
(GAGs) y otras moléculas cargadas negativamente [65].

El CS es un polimero natural, degradable, biocompatible, no téxico,
antibacteriano, antifungico, mucoadhesivo, cicatrizante, con alta densidad de carga y
estructuralmente similar a los GAGs [62, 64]. Gracias a esto, el CS ha sido
ampliamente usado en diversas aplicaciones biomédicas, entre ellas: fabricacion de
suturas, como agente liberador de farmacos, piel artificial, en la regeneracion de
hueso, cartilago, nervios y vasos sanguineos; asi como en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, cancer, etc. [12, 63-65, 67]. La ventaja del CS sobre
otros polisacaridos como la celulosa, el almidon o el agar se atribuye no solo a sus
excepcionales caracteristicas, si no también a su estructura quimica, la cual, permite
realizar modificaciones especificas sin grandes dificultades gracias al grupo amino
ubicado en el carbono dos del anillo sacarido. Ademas, el CS es biodegradado por
enzimas lisosomales presentes en el cuerpo, lo cual, hace al CS un material
interesante y prometedor para aplicaciones en ingenieria de tejidos [65].

Se ha reportado que el entrecruzamiento i6nico y covalente del CS con
glutaraldehido (GA), genipin, diisocianatos, dialdehidos o epiclorhidrina permite la
formacion de hidrogeles estables, insolubles y cristalinos [14, 32, 33, 68]. Debido a
su cristalinidad, los hidrogeles de CS son fragiles, por lo que unir el CS a polimeros
sintéticos, entre los que destaca el PVA, ha sido una forma interesante de mejorar
sus propiedades mecanicas y extender su uso como andamio celular en la

regeneracion de diversos tejidos.

Biomoléculas estructurales presentes en el tejido conectivo, epitelial y dseo, asi como en la matriz extracelular. Presentan
una elevada densidad de carga eléctrica negativa y estdn compuestas por polisacaridos lineales, no ramificados [66].

12
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1.5. Poli(alcohol vinilico)

El poli(alcohol vinilico) (PVA, por su acronimo en inglés) es un polimero sintético,
semicristalino, altamente hidrofilo, obtenido por primera vez en 1924 a través de la
hidrolisis alcalina de los grupos acetato del poli(acetato de vinilo) [69]. La
hidrofilicidad y solubilidad del PVA se pude controlar faciimente modificando su grado
de hidrélisis y peso molecular .

Debido a su baja citotoxicidad, elasticidad y alta hidrofilicidad, los hidrogeles de
PVA han sido utilizados en ingenieria de tejidos para la regeneracién de cartilago
articular, pancreas y formacion de hueso [9, 62, 69]. No obstante, se ha comprobado
que el PVA no promueve la adhesion celular y no degrada bajo la mayoria de las
situaciones fisiolégicas, razdén por la cual es comunmente usado junto a otros
polimeros de origen natural [69].

La versatilidad de este polimero sintético se debe a la presencia de un grupo
hidroxilo (-OH) en la unidad de repeticién (Figura 1.8) cuya funcionalidad permite el
injerto de otras cadenas laterales de PVA o bien de otros polimeros. Asi, la
posibilidad de emplear diversas estrategias de reticulacion, permite obtener redes
poliméricas con diferentes caracteristicas fisicas y quimicas.

El PVA puede formar hidrogeles al entrecruzar los grupos hidroxilo con
moléculas de diisocianato de difenilmetano o con epiclorhidrina [29, 56, 62, 69].
Dependiendo del entrecruzante utilizado, se formaran hidrogeles con propiedades
mecanicas diferentes. El principal inconveniente en el uso de tales entrecruzantes es
su toxicidad, lo cual, compromete la biocompatibilidad del polimeros debido a la
posible liberacion de moléculas remanentes de entrecruzante después de la

gelificacion [69].

L,

y n

Figura 1.8: Estructura quimica de la unidad repetida de poli(alcohol vinilic
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1.6. Epiclorhidrina

La epiclorhidrina (ECH) es un compuesto organoclorado y un epdxido
(Figura 1.9). Debido al anillo oxirano que posee en su estructura, la ECH es un
compuesto altamente reactivo, siendo capaz de reaccionar con grupos hidroxilo
(-OH), amino (-NH) y carboxilo (-COOH) [70].

La ECH es miscible en la mayoria de los disolventes organicos polares [71].
Gracias a su alta reactividad, la ECH es empleada como agente entrecruzante en la
formacion de resinas [72].

A diferencia de otros entrecruzantes comunmente usados, como el
glutaraldehido, que unicamente reaccionan con los grupos amino en la mezcla
CS/PVA, la ECH puede reaccionar tanto con los grupos funcionales del CS (-NH; y
-OH) como con los del PVA (-OH). Esta bifuncionalidad permite conservar un mayor
numero de grupos -NH; libres en la red polimérica, manteniendo asi, la funcionalidad
quimica de las cadenas [33]. Debido a esto, la ECH fue seleccionada en este trabajo
para la formacion de hidrogeles estables.

Adicionalmente, es sabido, que al entrecruzar los hidrogeles con ECH mejora
considerablemente su resistencia a la tension [70, 73]; sin embargo, se debe tener la
certeza de la ausencia de trazas de ECH tras la reaccién, pues es considerado un

compuesto carcindégeno y posiblemente genotéxico [74].

Cl

Figura 1.9: Estructura quimica de la molécula de epiclorhidrina (ECH). 4
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1.7. Estado del arte

1.7.1. Andamios usados en la regeneracion auricular

Hasta el momento, numerosos biomateriales tanto sintéticos como naturales han
sido estudiados y elaborados en diferentes formas (suspensiones, fibras,
membranas, esponjas, geles, etc.) con la finalidad de ser empleados como andamios
celulares para la regeneracion mediante ingenieria de tejidos de una estructura
auricular; sin embargo, aun no se ha encontrado el material ideal.

Las primeras investigaciones sobre el tema se dan en 1992 con
Vacanti et al. [75], quienes demostraron que el neocartilago formado sobre andamios
de PGA/PLLA (poliacido glicolico/poliacido lactico) es capaz de mantener la forma de
una oreja humana unicamente durante las primeras 7 semanas de cultivo in vivo en
ratones atimicos. Nuevamente en 1997, Cao y Vacanti [76] lograron desarrollar un
neocartilago con forma de oreja. Los autores sembraron condrocitos sobre un
polimero biodegradable de PGA/PLLA con la apariencia de la oreja de un nifio de 3
afnos; sin embargo, una vez mas el constructo (andamio + células) no fue capaz de
mantener su configuracion durante el cultivo in vitro.

En 1998, Britt y Park [77] también trabajaron con un copolimero de PGA/PLLA en
forma de oreja, pero a diferencia de Cao y Vacanti [76], Britt y Park [77] unicamente
reportaron la pérdida de los detalles finos en el implante auricular una vez que el
neocartilago se formo.

Fussenegger et al. [78] y Ruszymah et al. [40], en 2003 y 2008 respectivamente,
estudiaron andamios de fibrina humana y acido hialurénico. Ellos reportan que la
fibrina se degradada rapidamente por los condrocitos y demuestran la formacion
in vivo de neocartilago cuando la suspension es usada para rellenar defectos
auriculares simples. Sin embargo, concluyen que es necesario realizar una
caracterizacion mas profunda del neocartilago con la finalidad de garantizar sus
propiedades histolégicas y su integridad estructural.

También en 2003, Kamil et al. [79] reportaron que una estructura auricular del

tamafo de una oreja de adulto podia ser desarrollada en 12 semanas mediante el
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cultivo in vitro de condrocitos articulares bovinos sobre un polimero derivado del
acido hialurénico denominado Hyaff 1. Los analisis histoldégicos y bioquimicos
mostraron que los andamios son reemplazados poco a poco por el neocartilago y
son capaces de mantener su forma y tamafio durante las primeras 12 semanas de
cultivo in vitro. No obstante, no hubo una distribucion uniforme de condrocitos ni de
glicosaminoglicanos (GAGs) sobre el andamio.

En 2004, Shieh et al. [48] estudiaron tres diferentes andamios poliméricos:
poli(acido glicélico), poli(e-caprolactona) y poli(4-hidroxibutirato). Sobre cada
polimero sembraron condrocitos auriculares y después de algunas semanas de
cultivo in vitro les realizaron una serie de analisis histolégicos. Los resultados
revelaron la formacién de neocartilago con una distribucion de condrocitos en
lagunas y rodeados por una matriz cartilaginosa basdéfila, similar al cartilago auricular
nativo. Ademas, antes de ser implantados en conejos y ratones atimicos, el
contenido de colagena y GAGs del neocartilago era comparable con el tejido nativo.
Tras 10 meses de cultivo in vivo, los constructos fueron nuevamente examinados y
encontraron que el neocartilago presentaba una forma auricular de pobre a
moderada.

Tanto en 2002 como en 2004, Park et al. [80, 81] desarrollaron neocartilago a
partir de condrocitos humanos sobre andamios de PGA/PLLA. Ademas del analisis
histolégico correspondiente, Park y colaboradores son de los pocos investigadores
que también se enfocaron en el analisis biomecanico del neocartilago. A lo largo de
sus estudios encontraron que el neocartilago formado era similar al tejido nativo
auricular en los 4 parametros mecanicos estudiados, a saber: resistencia a la tensién
ultima (UTS, por sus siglas en inglés), rigidez, resiliencia y tenacidad. Sin embargo,
durante el andlisis histolégico se hallé que en la matriz extracelular habia pocas
fibras de elastina y los condrocitos presentes eran muy pequefios y escasos.
Park et. al. [80] también caracterizaron mecanicamente el cartilago auricular humano,
encontrando que su modulo elastico es de 5.11 - 122 MPa, su UTS de
2.18 - 8.8 MPa y puede deformarse hasta un 15% respecto a su longitud original.

Por su parte, Wu et al. [82] en 2007 estudiaron andamios inyectables a base de

plasma rico en plaquetas para la regeneracion de cartilago auricular. En dichos
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andamios, se embebieron condrocitos y se cultivaron de manera in vivo, pero una
vez transcurrido el periodo de cultivo, el andamio no mantuvo la integridad estructural
y produjo una respuesta inflamatoria.

Andamios de hidroxiapatita recubierta con poliuretano fueron estudiados por
Chetty et al. [83] en 2008. Ellos encontraron que el andamio permite el crecimiento
de fibroblastos, los cuales podrian ser utilizados para reemplazar el tejido auricular a
pesar de no pertenecer a la misma linea celular del tejido nativo. No obstante, su
analisis histologico no mostré una distribucion homogénea de GAGs en el nuevo
cartilago.

Recientemente, en el 2011, Dahl et al. [45] estudiaron andamios electrohilados
de un copolimero a base de poli(acido lactico) y poli(acido glicélico). Los andamios
se sembraron con células mesenquimales de corddn umbilical y se mantuvieron bajo
cultivo in vitro por 21 dias. Transcurrido este tiempo, los constructos fueron
comparados histologicamente con el cartilago nativo humano, demostrando alta
diferenciacién celular hacia condrocitos y la expresién de colagena tipo X, con lo que
se concluyé que puede ser un material viable para la formacién de un implante
cartilaginoso.

En 2013, Reiffel et al. [49] demostraron que al implantar condrocitos auriculares
bovinos sobre un andamio de colagena tipo | con forma de oreja, este es capaz de
promover la proliferacién celular y formar un neocartilago que mantiene la forma
inicial del andamio. Ademas, encontraron que las propiedades mecanicas del
andamio se incrementan a medida que el neocartilago se va formando.

Por otro lado, Sterodimas y Faria [84] determinaron que sus andamios de
alginato/seda sembrados con condrocitos auriculares de conejo, forman un
neocartilago histolégicamente similar al tejido nativo tras 8 semanas de cultivo
in vivo. Encontraron que el andamio disminuye su tamafio pero mantiene su formay
flexibilidad; afirmando lo anterior a pesar de no haber realizado pruebas mecanicas
del andamio ni del neocartilago.

También en 2013, Nimeskern et al. [54] emplearon un novedoso andamio hecho
a base de nanocelulosa bacteriana. EI andamio puede ser elaborado con la

apariencia de la oreja sana del paciente, mediante el disefio de un molde en un
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programa asistido por computadora. Sin embargo, a pesar de ser de los pocos
trabajos en lo que se reporta la caracterizaciobn mecanica de los andamios y del
cartilago auricular nativo, ellos no reportaron haber realizado estudios para evaluar la
viabilidad celular y biocompatibilidad de su material [54].

Asi, con base en todas estas investigaciones, se ha determinado que los
andamios celulares que pretendan ser empleados en la reconstruccién auricular
deberan cumplir con ciertos requisitos que permitan fortalecer el éxito clinico del
implante. Entre estos requisitos se encuentran: proveer al neocartilago de cierta
estabilidad mecanica, asegurando asi un soporte tridimensional para el desarrollo y
replicacion celular; mantener una forma predeterminada, es importante que los
constructos no cambien de forma y al mismo tiempo cuenten con la elasticidad,
resistencia a la tension udltima y modulo elastico de una oreja normal (~15%,
2.18 - 8.8 MPa y 5.11 - 12.2 MPa, respectivamente de acuerdo con los estudios de
Park et. al. [80]); ser biocompatibles y fungir como una guia durante la proliferacion
celular para lograr una distribucion uniforme de las células y GAGs sobre el andamio.

A pesar de que algunos investigadores han demostrado que es posible generar
neocartilago con formas predeterminadas, como una oreja humana [48, 75-77, 85]; el
principal problema de la reconstruccion auricular mediante ingenieria de tejidos es
que la estructura auricular formada no mantiene su apariencia a lo largo del tiempo.

La principal causa de ello radica en que el andamio comienza a degradarse
antes de que la matriz extracelular cubra completamente su superficie. Lo anterior se
suma a las propiedades mecanicas deficientes que posee el material para soportar
las fuerzas externas a las que se ve sometido una vez que es implantado para su
crecimiento in vivo.

Desde 2003, Chang et al. [86], ya sefalaban la necesidad de realizar
investigaciones en donde se estudien tanto las propiedades mecanicas del cartilago
auricular nativo como las de los andamios usados para su regeneracion.

De esta forma, el éxito en la producciéon de implantes cartilaginosos mediante
ingenieria de tejidos requiere de una caracterizacion mas cientifica y cuantitativa del
material empleado como andamio, lo cual incluye evaluaciones morfoldgicas,

bioquimicas, funcionales, histoldégicas y mecanicas.
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1.7.2. Mezcla CS/PVA

De acuerdo con Jeon et al. [87], el uso de CS como biomaterial para la
regeneracion de cartilago ayuda a mantener la integridad estructural del andamio,
debido a que la formacién del nuevo tejido es mas rapida gracias a la presencia de
los grupos amino que posee este polimero.

Es bien sabido que el quitosano es un polisacarido que posee excelente
biocompatibilidad y bioactividad; sin embargo, como muchos polimeros naturales,
presenta propiedades mecanicas pobres. Debido a esto y a los resultados
encontrados, decidimos mezclarlo con PVA. EI PVA es un polimero sintético con
buenas propiedades fisicas y quimicas pero limitada bioactividad.

De esta manera, al mezclar ambos polimeros estamos tratando de cumplir con
los requerimiento mecanicos, estructurales y biolégicos necesarios para lograr un
implante auricular con caracteristicas similares a las del tejido nativo. A pesar de que
en los ultimos afos la mezcla CS/PVA ha sido muy estudiada, su uso en la
reconstruccién del pabellén auricular aun no ha sido explorada.

Bahrami et al. [31], en 2003, estudiaron las propiedades fisicas y mecanicas de
la mezcla de CS/PVA entrecruzada con glutaraldehido (GA) al variar las
proporciones de cada uno de los componentes. En sus estudios se reporta que el CS
puro es mas fragil en comparacion con el PVA y que a medida que la proporcién de
PVA se incrementa en la mezcla, de igual modo lo hacen sus propiedades fisicas y
mecanicas. Bahrami et al. [31], también reportan que el GA mejora las propiedades
mecanicas del hidrogel pero disminuye la cantidad de agua que es capaz de
absorber.

Khurma et al. [88] elaboraron hidrogeles de CS/PVA entrecruzados con genipin,
un agente entrecruzante natural 10 veces menos citotdéxico que el GA. Ellos
encontraron que el genipin Unicamente reacciona con los grupos amino del CS,
dejando libres los grupos hidroxilo del PVA, razén por la cual, el indice de
hinchamiento que pueden alcanzar estos hidrogeles es mayor al de aquellos

entrecruzados con GA.
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En 2007, Rodrigues et al. [89] observaron que en los hidrogeles de CS/PVA un
alto contenido de CS en la red polimérica disminuye la cristalinidad del PVA; mientras
que el incrementar la cantidad de PVA mejora el indice de hinchamiento de los
hidrogeles.

Por su parte, Mathews et al. [23] en 2008, trabajaron con andamios tubulares de
CS/PVA para aplicaciones en tejido cardiaco. Durante la sintesis del hidrogel
aplicaron ciclos de congelacién-descongelacion y estudiaron el efecto que tenian
sobre las propiedades mecanicas y estructurales del material. Encontraron que a
mayor numero de ciclos se obtiene una estructura mas porosa y resistente.

En 2009, Costa-Junior et al. [24] también estudiaron la mezcla de CS/PVA
entrecruzada con GA para formar membranas. Sin embargo, a diferencia de
Bahrami et al. [31], en su estudio no solo caracterizaron las propiedades mecanicas y
estructurales de los hidrogeles, sino que ademas, investigaron su biocompatibilidad y
citotoxicidad. Encontraron que, en una proporcién 1/1 v/iv (CS/PVA) se forma una
estructura rigida entre las cadenas de CS/PVA debido a un balance entre los grupos
funcionales amino e hidroxilo. De acuerdo con las pruebas histolégicas, los
hidrogeles presentan buena compatibilidad y nula toxicidad; pudiendo emplearse
como andamios para la regeneracion de piel [24].

En 2010, El-Hefian et al. [10] analizaron la mezcla de CS y PVA variando la
proporcion de este ultimo. Ellos reportan la formacion de membranas homogéneas
no porosas, ademas encontraron que a medida que se incrementa el contenido de
PVA de igual manera lo hace el porcentaje de hinchamiento del hidrogel.

Zhuang et al. [17] en 2012, estudiaron la mezcla de CS/PVA para su posible uso
en la regeneracion tisular guiada, la cual consiste en reconstruir tejidos mediante el
uso de una membrana que actue como barrera para prevenir la invasién de otros
tejidos. En su investigacion modificaron las proporciones de CS en la mezcla y
determinaron que la proporcion 2/1 viv (CS/PVA) es la que mejor biocompatibilidad
presenta.

Una aplicacion interesante de la mezcla CS/PVA fue estudiada por
Alhosseini et al. [90]. Ellos utilizaron la mezcla CS/PVA para desarrollar tejido neural

mediante la técnica de electrohilado; demostraron que la adicibn de pequenas
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cantidades de CS a los andamios de PVA, mejora la viabilidad y proliferacion de las
células nerviosas.

He Z. y Xiong L. [18] sintetizaron en 2012 una serie de hidrogeles de CS/PVA en
forma de membranas usando como entrecruzante GA. Ellos determinaron que estos
hidrogeles pueden ser considerados como materiales potenciales para su uso en
ingenieria de tejidos debido a su hidrofilicidad, nula citotéxicidad, compatibilidad con
la sangre y a su capacidad de mantener el linaje de las células sembradas sobre
ellos.

La mezcla de CS y PVA también ha sido estudiada en otras aplicaciones
biomédicas, como la liberacion controlada de farmacos.

En 2012, Zu et al. [21] desarrollaron hidrogeles de CS/PVA entrecruzados con
GA para liberar nano insulina de manera transdérmica. Los resultados de su estudio
demuestran que estos hidrogeles son un sistema prometedor para el tratamiento no
invasivo de la diabetes, ya que muestran ser resistentes y la cinética de liberacién del
farmaco resulta aceptable.

Islam et al. [91], en 2013, sintetizaron hidrogeles de CS/PVA entrecruzados
quimicamente con tetraetil ortosilicato (TEOS) para ser empleados como liberadores
de progesterona. En sus estudios encontraron que la cristalinidad del hidrogel
incrementa a medida que la proporcion de TEOS aumenta en la mezcla, este
comportamiento se mantiene hasta llegar a un contenido maximo de TEOS vy
posteriormente la cristalinidad comienza a decrecer. Los hidrogeles de
CS/PVA/TEOS no mostraron ser toxicos, son capaces de promover y mantener el
crecimiento celular, y la velocidad de liberacibn de progesterona mostré ser

dependiente del pH del medio, siendo mayor en disoluciones acidas [91].

A pesar de que existen numerosas publicaciones respecto a la caracterizacion y
aplicaciones de la mezcla de quitosano y poli(alcohol vinilico); hasta el momento no
se han encontrado reportes en donde se estudie la influencia de los elementos
entrecruzantes (fisicos y quimicos) sobre los parametros estructurales,

comportamiento mecanico y la viabilidad de las células sobre un hidrogel hibrido
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hecho a base de CS/PVA/ECH y cuyo uso potencial se encuentre en la regeneracion
de tejido auricular humano.

Es por eso, que el objetivo principal de este trabajo, consiste en proponer una
metodologia que ayude a determinar las propiedades mecanicas y estructurales de
un hidrogel hibrido hecho a base de CS/PVA, entrecruzado por medios fisicos
(radiaciéon UV) y quimicos (ECH) para su posible uso como andamio en la
regeneracion de cartilago elastico.

Para ello, se evalu6 la influencia de los procesos de entrecruzamiento fisicos y
quimicos, sobre el comportamiento mecanico de los hidrogeles en estado hidratado,
asi como la viabilidad de las células sembradas sobre su superficie.

La metodologia aqui presentada, considera el médulo de corte obtenido a partir
de pruebas de tension uniaxial para determinar la influencia de los agentes
entrecruzantes sobre los parametros mecanicos y estructurales de la red polimérica
de los hidrogeles de CS/PVA/ECH. Lo anterior, pudo llevarse a cabo mediante la
combinacion de diversas teorias que describen el comportamiento de la red
polimérica, a saber, termodinamica clasica, termodinamica estadistica, modelo de la

red afin y mecanica de sélidos [35, 36].
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CAPITULO 2

METODOLOGIA Y TECNICAS EXPERIMENTALES

En esta seccidn se presentan los detalles particulares sobre la preparacion de la
mezcla polimérica, asi como, de los procesos fisicos y quimicos empleados para el
entrecruzamiento de los hidrogeles de CS/PVA. También, se describe la metodologia
utilizada para evaluar la influencia de los agentes entrecruzantes en la estructura y

comportamiento mecanico de los hidrogeles.

2.1 Preparacion de los hidrogeles

En este trabajo se estudié un hidrogel hibrido formado a base de un polimero
natural, quitosano (CS), y un polimero sintético, poli(alcohol vinilico) PVA. El hidrogel
fue entrecruzado quimicamente con epiclorhidrina (ECH) y sintetizado en forma de
membranas delgadas mediante la evaporacion de los disolventes empleados. Dicha
técnica es conocida en inglés como casting solve.

Para la sintesis de los hidrogeles se utiliz6 PVA con un peso molecular promedio
peso (M,,) de 89,000 Da y 99% de hidrdlisis (Fluka; Buch, Suiza). CS con peso
molecular promedio de 350,000 Da y una desacetilacion >75% (Sigma-Aldrich, San
Luis, EUA). ECH grado analitico (99% de pureza), acido acético glacial (99.9997% de
pureza) y agua desionizada; tanto el acido acético como la ECH fueron comprados a

Sigma-Aldrich. Todos los reactivos fueron usados tal como se recibieron.

2.1.1 Disolucién de CS (2.5% p/v)

Para preparar la disolucion de CS (2.5% p/v) se utilizé6 un matraz Erlenmeyer; en
él se prepararon 225 mL de acido acético al 1% v/v, para lo cual se mezclaron
222.75 mL de agua desionizada y 2.25 mL de acido acético glacial. Posteriormente,
en la balanza analitica (Adventurer Pro, OH,AUS, EUA) se pesaron 5.625 g de CS,
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los cuales se anadieron lentamente al acido acético al 1% v/v; obteniendo asi una
concentracién de CS en la disolucion de 2.5% plv.

La disolucibn se mantuvo bajo agitacibn magnética a temperatura ambiente
durante 24 horas. Después, se agité mecanicamente (Ultra-Turrax® UTC, IKA, EUA)
a 1500 rpm durante 30 minutos para disolver completamente el CS y obtener una

suspension homogénea ligeramente amarilla.

2.1.2 Disolucion de PVA (7.8% p/v)

La disolucién de PVA al 7.8% p/v se prepar6é disolviendo 17.55 g de PVA
(previamente pesados en la balanza analitica) en 225 mL de agua desionizada. La
disolucion de PVA se mantuvo a 80 °C bajo agitacibn magnética durante 3 horas

para obtener una disolucién homogénea e incolora.

2.1.3 Mezcla CS/PVA y entrecruzamiento quimico

La mezcla de CS/PVA se hizo en una proporcion 2/1.5 viv (CS/PVA), para ello,
se mezclaron 107.5 mL de PVA (7.8% p/v) con 1425 mL de CS (2.5% pl/v). La
mezcla se mantuvo bajo agitacion magnética a temperatura ambiente por 3 horas
hasta que el PVA y el CS formaron una suspension uniforme.

Posteriormente, a la mezcla de CS/PVA se le afadio el agente entrecruzante
(625 uL de ECH) y 1mL de NaOH 1M como catalizador. La mezcla CS/PVA/ECH se
agité por 1 hora a 40 °C bajo atmosfera de nitrégeno. La concentracion final de ECH
en la mezcla fue de 0.25% vi/v.

En cajas petri de polietileno (90x15 mm) se colocaron 15 g de la de la disolucién
entrecruzada y se dejaron secar a 37 °C para evaporar el disolvente y formar asi las
membranas. Tras 72 horas de secado, las membranas se retiraron de las cajas petri
y se lavaron varias veces con NaOH 0.1 M y agua destilada para neutralizarlas y

eliminar las trazas de reactivos que no alcanzaron a reaccionar.
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El espesor de las membranas de CS/PVA/ECH se midi6 con ayuda de un
micrometro digital (Mitutoyo, Japdn) y posteriormente se almacenaron en un
desecador (Bel-Art Products, EUA) hasta su uso.

En el capitulo 3 se presenta el mecanismo de la reaccién de entrecruzamiento
entre la ECH y la mezcla CS/PVA. Ademas, se propone la estructura molecular de la
red polimérica de los hidrogeles de CS/PVA/ECH tras su entrecruzamiento quimico
con ECH.

2.1.4 Esterilizacion de las membranas de CS/PVA/ECH

Todos los materiales que pretendan ser empleados como implantes médicos
deberan ser esterilizados para evitar la contaminacién bacteriana en el paciente.
Asimismo, es necesario considerar si presentaran algun cambio en su estabilidad a
largo plazo, estructura fisica y propiedades mecanicas debido al método de
esterilizacion usado [92].

Asi, considerando la aplicacion que se les pretende dar a las membranas de
CS/PVA/ECH (como andamios celulares para la regeneracién de cartilago auricular)
es necesario someterlas a un proceso de esterilizacién.

Entre los métodos de esterilizacidon de dispositivos e implantes médicos se
encuentran: el 6xido de etileno, el autoclave, el gas plasma, la radiacion por luz
ultravioleta, la radiacion por haz de electrones y la radiacibn gama. La Unidad de
Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa (UITTC y MR) del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR), lugar en el que se llevd a cabo la
esterilizacion y caracterizacion bioldgica de los hidrogeles, cuenta con un autoclave y
una camara de radiacién ultravioleta.

El uso del autoclave queddé descartado, pues es bien sabido que no es un
método recomendable para la esterilizacion de polimeros, ya que su elevada
temperatura de funcionamiento (121-134 °C) se encuentra por arriba de la

temperatura de fusion (Tr) de la mayoria de los polimeros, como es el caso del CS,

cuya Ty es de ~118 "C [93].
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Debido a lo anterior, se decidié esterilizar las membranas mediante radiacion
ultravioleta (UV). La esterilizacién se llevd a cabo en una cdmara de radiacion
ultravioleta modelo UVC-500 (HoeferInc., EUA), Figura 2.1. El proceso de
esterilizacion consistié en irradiar hidrogeles durante 40 minutos con luz ultravioleta a
una longitud de onda 1 = 254 nm.

Se ha reportado, que el proceso de irradiacion con luz UV puede actuar como un
mecanismo de entrecruzamiento o bien degradar las cadenas de los polimeros,
alterando asi sus propiedades mecanicas y estructurales [92, 94]. Con la finalidad de
determinar posibles cambios en las propiedades mecanicas, estructurales y
estabilidad a largo plazo de los hidrogeles tras el ciclo de esterilizacion, todas las
pruebas desarrolladas en este trabajo, incluyen un grupo de control (CS/PVA/ECH) y
un grupo de membranas esterilizadas (CS/PVA/ECH UV).

~ radiacion de las
ENJERES
(A=254 nm)

Figura 2.1: Proceso de esterilizacion de las membranas de CS/PVA/ECH mediante irradiacion UV (A = 254 nm).

2.2 Pruebas de hinchamiento

Un hidrogel es un material compuesto por un sélido (un polimero) y un liquido
(agua o fluidos biologicos) de tal forma que sus propiedades finales, tanto mecanicas
como biolégicas, estaran definidas por la cantidad de liquido que sea capaz de

retener en su red polimérica [60].
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La absorcion de liquido en los hidrogeles depende de ciertos factores, como: la
naturaleza de la disolucion en la que se encuentran inmersos, la estructura de la red
polimérica, la presencia o ausencia de poros en el hidrogel y su densidad de
entrecruzamiento. Asi, las pruebas de hinchamiento son utiles para conocer la
cinética de absorcion de los hidrogeles; es decir, la cantidad de liquido que pueden
almacenar en su red polimérica en funcién del tiempo. Ademas, de manera paralela,
brindan un primer acercamiento para intuir la densidad de entrecruzamiento de la
red.

El indice de hinchamiento de los hidrogeles de CS/PVA/ECH, se determind
empleando una disolucién buffer fosfato salina (PBS, por sus siglas en inglés) a
37 °C, simulando un fluido bioloégico. Las membranas se cortaron en cuadros de
10 mm por lado (Figura 2.2 A) y se pesaron en la balanza analitica (Pioneer,
OHAUS, EUA) antes de ser inmersas en la disolucién de PBS (Figura 2.2 B). Un total
de 10 muestras fueron estudiadas, 5 irradiadas con luz UV y 5 sin irradiar
(CS/PVA/ECH UV y CS/PVA/ECH, respectivamente).

Posteriormente, todas las muestras fueron inmersas en PBS y puestas dentro de
un bafio de agua para mantener una temperatura constante de 37 °C (Figuras 2.2 C
y 2.2 D). A predeterminados intervalos de tiempo, las muestras se retiraron del PBS y
el liquido sobre su superficie fue cuidadosamente limpiado con papel filtro (Whatman,
EUA) -Figura 2.2 E-. De esta manera, unicamente se considera el liquido atrapado
en el interior de la red polimérica y no el liquido libre superficial que en realidad no
aporta un hinchamiento a la red [60].

Las muestras nuevamente se pesaron en la balanza analitica (Figura 2.2 F) y
después se regresaron al contenedor con PBS del que fueron retiradas.

Puesto que el peso, el volumen y las dimensiones del hidrogel cambian durante
el proceso de hinchamiento, cualquiera de estos parametros puede ser utilizado para
caracterizar el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles. En este trabajo, el
hinchamiento de las muestras se determind mediante su cambio de peso, razén por

la cual, se utilizd la ecuacion (1) [58, 60].
0 (%)="L""x 100 (1)
Wo
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Donde Q es el porcentaje de liquido atrapado en la red, w, es el peso del
polimero humedo y w, el peso del polimero humedo, i.e. antes de ser sumergido en
el PBS.

El pH de la disolucién buffer se midié con un pH-metro (serie ®340, Beckman
Coulter, EUA) cada vez que las muestras eran extraidas para registrar su

hinchamiento, por lo que la variacién de pH respecto al tiempo también se estudio.
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Figura 2.2: Desarrollo de la prueba de hinchamiento: A) Muestras de hidrogel de 10 mmz, B) Pesaje de las
muestras secas, C) Inmersién en PBS a 37 °C y pH 7.4, D) Almacenamiento de las muestras en un bafio de agua
a 37 °C, E) A determinados intervalos de tiempo las muestras se retiran del frasco con PBS y el liquido supefficial

se limpia con papel filtro, F) Pesaje de las muestras tras el periodo de hinchamiento.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica se llevd a cabo utilizando espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, resonancia magnética nuclear de protones y
difraccion de rayos X; en las siguientes subsecciones se abordan los detalles de

cada una de las técnicas de caracterizaciéon empleadas.
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2.3.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja ha sido ampliamente usada para estudiar la
estructura molecular de polimeros, analizar grupos funcionales e identificar
compuestos desconocidos. Esta técnica mide las frecuencias de radiacion infrarroja
absorbidas por las moléculas durante la vibracion de una sustancia expuesta a este
tipo de radiacion [95].

Todas las moléculas poseen un movimiento vibracional, el cual, ocurre a valores
cuantizados de energia. Las frecuencias de vibracién de los diferentes enlaces en
una molécula, dependen de la masa de los atomos involucrados y de la fuerza de
union entre ellos.

Para que sea posible la absorcién de la energia infrarroja por parte de una
sustancia, es necesario que la energia que incide sobre ella sea del mismo valor que
la energia necesaria para que se dé una transicidon vibracional de sus moléculas [95].
Asi, Unicamente aparecera una banda de absorcibn en el espectrograma de
infrarrojo, cuando la frecuencia de la radiacion incidente sobre la muestra sea la
misma que la frecuencia de vibracion de sus moléculas.

Es posible distinguir dos categorias basicas de vibracidbn para describir el
comportamiento de los polimeros: de tension y de flexion. Las vibraciones de tensién
son cambios en la distancia interatdmica a lo largo del eje de enlace entre dos
atomos, mientras que las vibraciones de flexion son originadas debido a cambios en
el angulo que forman dos enlaces.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en
inglés) es mas sensitiva a la estructura detallada de una molécula en comparacion
con la espectroscopia infrarroja tradicional.

Los dispositivos de FTIR utilizan un interferometro que permite irradiar las
muestras con todas las frecuencias del infrarrojo al mismo tiempo y medir la cantidad
de energia absorbida en cada longitud de onda [95]. A partir de esto, se puede trazar
un espectro de transmitancia o absorbancia, el cual, muestra las longitudes de onda
a las cuales la muestra absorbe el infrarrojo y permite una interpretacion de los

enlaces presentes.
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En este trabajo, los hidrogeles sintetizados se caracterizaron mediante FTIR para
identificar los grupos quimicos presentes en el polimero, determinar la interaccion
entre los componentes de la mezcla (CS y PVA), confirmar el entrecruzamiento
quimico debido a la ECH y detectar la posible presencia de trazas sin reaccionar de
ECH en las membranas.

La espectroscopia infrarroja se realiz6 en un espectrobmetro FTIR (modelo
Spectrum GX, Perkin-Elmer, EUA), equipado con un sistema de muestreo por
reflectancia total atenuada (ATR) con punta de diamante. Las pruebas se llevaron a
cabo utilizando muestras de 100 um de espesor.

La espectroscopia de FTIR se realizo en el intervalo de 4000 a 400 cm™ a una
resolucion de 4 cm™, llevandose a cabo 32 barridos. Los espectros obtenidos fueron
normalizados y las bandas de mayor vibracién se identificaron y asociaron con los

grupos quimicos correspondientes.

2.3.2 Resonancia magnética nuclear de protones (‘*H RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es de gran
importancia en la determinacién de la microestructura de macromoléculas y
compuestos organicos.

Un espectrometro de RMN como el utilizado en este estudio, se compone
basicamente de cuatro partes (Figura 2.3): un iman super conductor, un transmisor
de radiofrecuencias capaz de emitir frecuencias precisas, un detector para medir la
absorcion de energia de radiofrecuencia de la muestra y una computadora para
registrar las sefales que constituyen el espectro de RMN.

La RMN es una técnica espectroscopica que puede utilizarse unicamente para
estudiar nucleos atdmicos con un numero impar de protones o neutrones. Esta
situacion se da en los atomos de 'H, °C, "*F y *'P, los cuales presentan un momento
magnético (u) y son magnéticamente activos, debido a que poseen carga positiva en

su nucleo [96].
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Figura 2.3: Componentes del espectrometro de RMN empleado en este estudio.

En ausencia de un campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar.
Sin embargo, cuando una muestra se coloca en un campo magnético (Bp) los
nucleos con espin positivo se orientan en la misma direccion del campo, en un
estado de minima energia denominado estado de espin a. Mientras que los nucleos
con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo magnético, en un
estado de mayor energia denominado estado de espin 3 (Figura 2.4).

Cuando una muestra que contiene un compuesto organico se expone
brevemente a una radiacion electromagnética, a cierta frecuencia (conocida como
frecuencia de resonancia) ocurre una transicion en la que los nucleos en el estado de
espin a son promovidos al estado de espin .

En el momento que los nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefales cuya
frecuencia depende de la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin a 'y B.
El espectrometro de RMN detecta estas sefales y las registra como una grafica de la
intensidad de sefal en funcién de la frecuencia de la energia electromagnética que
liberan los diversos nucleos de la muestra, siendo este el llamado espectro de
RMN [97].
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Figura 2.4: Niveles de energia de los nucleos bajo la accién de un campo magnético (By). Modeada de [98]

Asi, los espectros de resonancia magnética nuclear de protones (‘H RMN)
consisten en un registro de las sefales de resonancia correspondientes a los
diferentes atomos de hidrégeno presentes en la muestra. La posicién de cada sefial
permite determinar los elementos vecinos a los atomos de hidrégeno, mientras que

su area es proporcional al numero de protones presentes en la muestra.

Como se mencion6 en la seccion 1.6, la ECH es una molécula muy util en el
entrecruzamiento de hidrogeles; sin embargo, también es bien conocida su
toxicidad [74]. Es por ello que para comprobar la presencia o ausencia de trazas de
ECH (ECH sin reaccionar) en los hidrogeles de CS/PVA/ECH sintetizados, se realizo
una espectroscopia de 'H RMN.

En esta prueba se analiz6 el agua residual empleada en los diversos ciclos de
lavado que se les realizaron a los hidrogeles tras su sintesis. Se opt6 por usar esta
muestra, debido a que la ECH es altamente soluble en agua y de haber restos de
ECH en las membranas éstos deberian estar disueltos en el agua usada para lavar
las membranas.

El espectro de "H RMN fue adquirido usando un espectrémetro Avance 400
(Figura 2.3) operado a 400 MHz (Bruker, Suiza); se tomaron 128 barridos y se uso6
como referencia tetrametilsilano (TMS). Para el analisis se tomaron 30 mg del agua
empleada durante los lavados de las membranas y se disolvieron en agua
deuterada (D,0).
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2.3.3 Difraccion de rayos X (DRX)

rayos
incidentes

Generador de /) Detector

rayos X
'

rayos
difractados

distancia entre
planos del cristal
@ ®

Figura 2.5: Esquema que describe el fenomeno de difraccion de rayos X.

La difraccion de rayos X (DRX) es una técnica que nos permite determinar la
existencia de regiones cristalinas en los hidrogeles, brindandonos resultados
cuantitativos acerca de la proporcién amorfa y cristalina presente.

El andlisis de la fraccion cristalina en los polimeros a menudo tiene una
considerable importancia practica, ya que un porcentaje de cristalinidad alto tiene el
efecto de mejorar propiedades mecanicas tales como la resistencia a la tension y la
rigidez e incrementar su estabilidad a largo plazo retardando su disolucién [99].

La difracciéon de rayos X consiste en enviar rayos X, con una longitud de onda
conocida (1=1.54056 A, cuando se emplea un catodo de Cu) hacia un material. Los
rayos X emitidos golpean el material y solo aquellos que cumplen con la ley de Bragg
son difractados hacia el detector (Figura 2.5). Matematicamente la ley de Bragg se

expresa conforme a la ecuacioén (2):
nA = 2d sin @ (2)

donde n es un numero entero llamado orden de difraccién y corresponde al numero
de longitudes de onda entre los rayos difundidos por los planos atdmicos adyacentes;
A se refiere a la longitud de onda de los rayos X, d es la distancia entre planos del
cristal y 6 es el angulo de incidencia del haz de rayos X [99, 100]. En este caso se
considerara el primer orden de difraccién (.. n=1) debido a que los rayos X se

propagan en el aire .
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Figura 2.6: Difractémetro D8 Advance (Bruker) empleado durante las pruebas.

Los rayos X difractados son transformados en sefales eléctricas para poder ser
procesados por la computadora. Asi, el analisis de los datos obtenidos genera un
grafico de la intensidad relativa en funcion del angulo 26, el cual, se conoce como
difractograma.

Para nuestro estudio de DRX se utilizé un difractometro marca Bruker AXS
modelo D8 Advance (Figura 2.6) equipado con un monocromador de grafito,
radiacion CuKo con 1= 1.54056 A y un filtro de niquel. Las pruebas se realizaron a
35 kV en un intervalo 26 = 5° - 70°, un paso de 0.02° y una velocidad de 0.4° seg™.

Esta técnica se utilizd para determinar el porcentaje de cristalinidad de las
membranas de CS/PVA, CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV, asi como de membranas
hechas de los componentes individuales de la mezcla (CS y PVA).

El porcentaje de cristalinidad (C,) de las membranas se calcul6 a partir de los

difractogramas obtenidos usando la ecuacién (3) [101]:

C(%) = —2— x 100 (3)

Actdq

donde A, y A, corresponden al area bajo la curva de los picos cristalinos y las zonas
amorfas, respectivamente. Dichas areas fueron determinadas y medidas con el

software Evaluation 11.0 del paquete Diffrac Plus 2005 de Bruker.
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Los difractogramas del PVA fueron analizados tomando como base una celda
unitaria monoclinica [24, 102, 103], mientras que para los difractogramas de CS se
consider6 una celda unitaria ortorrombica [24, 64]. Los picos de cristalinidad
obtenidos fueron confirmados e indexados de acuerdo con lo reportado en la

literatura.

2.4 Desarrollo de la teoria elastica de los elastomeros

Es importante que las propiedades mecanicas de los hidrogeles sean medidas
bajo condiciones lo mas cercanas posibles a las del entorno en el que pretendan ser
empleados, ya que su comportamiento mecanico dependera en gran medida de
dichas particularidades.

En estado hidratado la mayoria de los hidrogeles se comportan como
elastomeros [35]. Los elastémeros son polimeros sélidos, amorfos e isétropos’, los
cuales son capaces de presentar un alto grado de deformacion ante pequefos
esfuerzos. Su comportamiento esfuerzo-deformacién es no lineal y por tanto no es
posible aplicar la ley de Hooke para determinar su médulo elastico.

Cuando un hidrogel se encuentra en la region del comportamiento elastomérico,
sus propiedades mecanicas dependen ampliamente de la arquitectura de su red
polimérica [35, 58]. Con la finalidad de establecer una ecuacién que relacione la
estructura de la red polimérica y su comportamiento mecanico esfuerzo-deformacion,
se han empleado conceptos de termodinamica clasica, termodinamica estadistica,
mecanica de solidos y algunos enfoques fenomenologicos.

Asi, mediante la termodinamica clasica, es posible establecer una ecuacioén de
estado que describa el comportamiento elastico de estos materiales. Para llegar a
dicha ecuacion es necesario tener presente que la deformacién de los elastdmeros
se considera un proceso reversible, ya que al retirar el esfuerzo que actua sobre

ellos, son capaces de recobrar su configuracion inicial sin que esto implique un gasto

Material que presenta el mismo comportamiento mecanico en cualquier direccion.
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de energia. De acuerdo con la termodinamica clasica el cambio en la energia interna

de un proceso reversible esta dado por la ecuacién (4):
dU = TdS + dw (4)

En donde dU es el cambio en energia interna, T la temperatura, dS es el cambio
en la entropia y dW es el trabajo aplicado al sistema por fuerzas externas.

En elasticidad, el trabajo aplicado al sistema corresponde a un esfuerzo de
tension, f, el cual actua sobre una muestra de longitud [; por lo que el trabajo

realizado para producir un pequefo desplazamiento es:
dW = fdl (5)

Estrictamente, el trabajo aplicado sobre el sistema deberia considerar de igual
manera la presién atmosférica, por lo que dW = fdl — pdV; sin embargo, como el
cambio de volumen en los elastdmeros es muy pequefio, su contribucidén al proceso
de deformacion puede ser despreciado frente a otros términos, por lo que dV =0,
considerandose de esta forma a los elastbmeros como materiales incompresibles.

Generalmente, la deformacidén de la muestra se realiza a temperatura constante,
por lo que se trata de un proceso reversible isotérmico. Por definicion, en este tipo de

procesos, el trabajo aplicado al sistema es igual a la energia libre de Helmholtz (A):
dA = dW (6)

Asi, mediante las relaciones (5) y (6), la tensidén (f) puede ser expresada en la

forma:

=), =G, )

lo cual muestra que la fuerza de tension es igual al cambio en la energia libre de
Helmholtz por el incremento unitario de longitud de la muestra.
Al sustituir (6) en (4) y despejando de la expresion resultante dA, se obtiene la

energia libre de Helmholtz para un cambio que toma lugar a T constante (9).
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dU = TdS + dA (8)
dA = dU — TdS (9)

De esta manera, al combinar (7) y (9) es posible expresar la fuerza de tension, f,

como una contribucién energética y una entropica:

=Gy, =G, TG, (10)

El primer término, describe el cambio en la energia interna del sistema respecto
al cambio de longitud de la muestra, mientras que la segunda contribucién, es el
producto de la temperatura absoluta y la relacibn de cambio de la entropia con un
cambio de longitud.

En solidos cristalinos, como los metales, la contribucion energética es la
dominante, ya que la energia interna del sistema se incrementa al deformar la red
cristalina; sin embargo, en los elastdmeros esto no sucede. Lo anterior se debe a que
en estado no deformado, las cadenas poliméricas de los elastbmeros se encuentran
desordenadas y plegadas, pero al aplicar una fuerza de tension sobre el material,
estas se despliegan poco a poco y se orientan en direcciéon de la fuerza sin que ello

involucre un cambio de longitud o angulo entre los enlaces de sus moléculas, por lo

Lo - . U ,
que no hay una contribucién energética a la deformacion, (5) =0, si no
TV

puramente entropica.
Asi, al reescribir (10) se obtiene la ecuacion de elasticidad entrépica del

polimero, la cual, queda expresada en la ecuacion (11).
—_1(%
f =-T (al)T‘V (1 1)

Haciendo uso de la termodinamica estadistica y la ecuacion de Boltzman,
podemos expresar la elasticidad entropica de los polimeros como la relacion (72).
Donde k es la constante de Boltzman, r es la distancia entre los extremos de una
cadena y Q(r,T) es la probabilidad de que una cadena polimérica con distancia r

entre sus extremos adopte cierta conformacién a una temperatura T.
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f=—kT (@)TV (12)
Cuanto mayor sea la distancia r entre los extremos de la cadena (i.e. entre mas
estirada se encuentre), el numero de configuraciones que puede alcanzar es menor,
y por ende su entropia configuracional también lo sera.
Considerando una cadena lo suficientemente larga, bajo ciertas hipdtesis y

siendo r la distancia entre sus extremos, su funcion de probabilidad sera:

C 3r2
nQ(r,T) = i <2rf_2) (13)

Donde C es una constante y 772 es la distancia media cuadratica entre los
extremos de una cadena articulada libremente (sin restricciones en los angulos de
sus enlaces). Sustituyendo (73) en (12) y derivando respecto a r, se obtiene la
ecuacion (14) que describe la fuerza necesaria para alejar los extremos de la cadena

una distancia r; es decir, para deformarla.

==r (14)

Las redes poliméricas son Uunicas en su capacidad para deformarse
reversiblemente varias veces su tamafo. De acuerdo con la expresion (14), su
enorme capacidad de deformacidén surge de la elasticidad entropica de las cadenas
que conforman la red polimérica. EI modelo mas simple que captura esta idea de
elasticidad es el modelo de red afin propuesto originalmente por Kuhn en 1936 [36].

La principal hipétesis del modelo de red afin es precisamente una deformacion
afin, es decir, plantea que la deformacién sufrida por cada una de las cadenas
poliméricas que conforman la red sera igual a la deformacién macroscépica del
elastomero [36]. Asi, mediante el modelo de red afin y ciertos formalismos de la
mecanica de solidos, es posible derivar una relacion entre el moédulo elastico y el

peso molecular de las cadenas.

38



CAPITULO 2

Para ello consideraremos una red elastomérica sin deformar de longitudes Lxo,
Lyo ¥ Lso. Si la red experimenta una deformacién en las direcciones x, y y z por los

factores A,, 4, y 1,,, conocidos como razén de elongacion, las dimensiones de la red

una vez deformada seran:

Ly = ALy
Ly = AyLy,
L, = AL,

De acuerdo con el modelo de red afin, la posicion de los extremos de las
cadenas y/o los puntos de entrecruzamiento, se mueven durante la deformacién
como si estuvieran incorporados a un medio continuo elastico. Como resultado, los
componentes de longitud de cada cadena cambian en la misma proporcion que las
dimensiones del volumen.

De este modo, si cada cadena posee un vector que describe la distancia entre
sus extremos en estado no deformado, 7, = x,i+ yof + zok; al aplicar una
deformacion, 4, el vector de la distancia entre extremos de la misma cadena por

deformacion afin sera:
7= Lexol + Ay yof + 4,20k (15)

Recordando que W = f y combinando las relaciones (74) y (15), obtenemos:

W = fﬁfd SKT(foxO dx+f yyoydy+f zozdz) (16)

sz

Al integrar y evaluar la expresidon (16) se obtiene el trabajo de deformacién de

una sola cadena de la red elastomérica, la cual queda expresada como:

= 2 (7 = D) 302 (4~ 1) + 207 (4,7~ 1)) (17
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Sabiendo que la red elastomérica esta formada por n cadenas y asumiendo que
el trabajo total de deformacion de la red (W, ) esta dado por la suma del trabajo de las
cadenas individuales, la expresion (17) se reescribe como:

Wy = = [(sz - 1) Yio(xo?); + (ﬂyz - 1) Tioo®)i + ZOZ()‘Z2 - 1) 2?:0(202)1'] (18)

Zsz

Antes de que el elastbtmero sea deformado las cadenas se encuentran
completamente orientadas al azar, por lo que no hay preferencia por una direccién y

por lo tanto se cumple que el vector 7;:
n 2y, 4 ym 2y, 4 yn 2y, = yn (722 19
lzo(x() )l + Zl:()(yo )l + Zl:O(ZO )l Zl:O rO )l ( )

Asi, al considerar la expresion (19), la ecuacion (18) toma la forma:

W, =25 Yo%), [ + 4% + 2,7 = 3] (20)

t — 2;;7
Debido a que el elastébmero es un material isétropo, entonces:
ST o(002): = Zito (o2 = Tio(202); = 2 210 (0?); (21)
Ademas, por definicion:

Yito(ro®)i = Nrop? (22)

Donde N es el numero de cadenas por unidad de volumen presentes en la red y

1,2 es la distancia media cuadratica entre los extremos de las cadenas en una red
real. Al sustituir ambas condiciones en (20) obtenemos el trabajo total aplicado sobre

la red, también conocido como la energia libre elasticamente almacenada:

w, =< %(sz +2,2 42,2 -3) (23)
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2
La cantidad :"=2 se denomina factor frontal y es la relacion de la distancia media
f

cuadratica entre los extremos de las cadenas en una red real (r,2) contra la distancia
media cuadratica entre los extremos de cadenas articuladas libremente (rf—z). Dicho
factor frontal frecuentemente se aproxima a 1, por lo que el trabajo de deformacion
puede quedar expresado como: [35]

__ NkT

W, == (A + 2,2+, -3) (24)

Donde 4; es la razon de deformacion que sufre el material a lo largo de cada eje
(A =& +1).

En una deformacion uniaxial, como la estudiada en este trabajo, la red es
estirada en una sola direccion (a lo largo del eje x). Asi, para deformaciones
uniaxiales a volumen constante, las otras dos dimensiones de la red se ajustan para

mantener el volumen constante de la muestra:

(25)

Por lo que el cambio en la energia libre para una deformacion uniaxial a volumen

constante, se obtiene al sustituir las razones de deformacion (25) en la ecuacién (24):
_NTk (.9 , 2
w,="%(22+2-3) (26)

La unica fuerza externa que actua en direccidén de la deformacion es la tension.
Si o0 es la magnitud de esa fuerza por unidad de éarea transversal, el trabajo

necesario para incrementar la longitud de la muestra una cantidad d! es:
dW, =ocdl =0dA

De esta manera:

— aW
o=— (27)
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De acuerdo con la relacion (27) la fuerza requerida para deformar la red
polimérica, es la razén de cambio de su energia libre respecto a su tamafo a lo largo
del eje de deformacion. Por lo que sustituyendo la relacién (26), W;, en (27) y

derivando respecto a A se obtiene:
o = NiT (21— ) (28)

La relacion (28) se conoce como la ecuacidon constitutiva de los elastdmeros bajo
tension uniaxial. Como se puede observar, esta ecuacion relaciona el esfuerzo
requerido para deformar la red con el nUmero de cadenas elasticamente activas.

La relacion (28) también puede ser escrita como:
1
o=6(1-5) (29)
en donde:
G = NkT

En ambas expresiones, G es el coeficiente equivalente al modulo de corte y
puede ser expresado alternativamente en términos del peso molecular promedio
entre puntos de entrecruzamiento (M), la constante universal de los gases (R), la

temperatura (T) y la concentracion del polimero en la disolucién (c).

__ CRT
G N Mcrp (30)

Asi, a partir de pruebas de tensién uniaxial y el empleo de la teoria elastica de
los elastdmeros aqui desarrollada, es posible caracterizar la propiedades mecanicas
y estructurales de los hidrogeles.

De las pruebas de tension uniaxial, se obtiene el valor del modulo de corte, G, al
. 1 . . ' g .
graficar o vs. 1 — PL siendo G la pendiente de la porcion lineal de la curva resultante;

tal como indicado por la ecuacion (29).

42



CAPITULO 2

Cabe resaltar que 4 =¢+ 1, donde ¢ es la deformacién longitudinal de la

I-1o

muestra; tipicamente calculada como ¢ = donde [, es la distancia inicial de la

0

zona calibrada de una probeta de tensién uniaxial y [ es el cambio en la distancia a
distintos niveles de carga.

Una vez obtenido ¢ y dado que los hidrogeles son considerados materiales
isétropos e incompresibles, el mddulo elastico, E, se puede conocer gracias a la

relacion entre las constantes elasticas G y E:
E=2G(1+v)

donde v es el coeficiente de Poisson y tiene un valor ~0.5 para elastébmeros,

hidrogeles y materiales incompresibles. De esta forma:
E =3G (31)

También, conociendo el valor de G es posible calcular el peso molecular entre
puntos de entrecruzamiento de la red polimérica, para lo cual, Unicamente es

necesario despejar M_,; de la ecuacion (30).
RT
M = CT (32)

Como se detallard& mas adelante, este parametro permitira calcular otra

propiedad estructural de la red, conocido como el tamafio de poro o malla (Dy).

2.5 Caracterizacion mecanica y estructural

En esta seccién se describen las técnicas y el equipo empleado para evaluar la
respuesta mecanica de los hidrogeles sometidos a tension uniaxial. De igual forma
se presentan las relaciones aplicadas para determinar los parametros estructurales
de la red polimérica a partir del comportamiento mecanico de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV.

43



METODOLOGIA Y TECNICAS EXPERIMENTALES

2.5.1 Pruebas de tension uniaxial

La prueba de tensidon uniaxial es una prueba mecanica que sirve para determinar
parametros mecanicos importantes de los materiales. Dentro de estos parametros se
encuentra el modulo elastico, la deformacién, el esfuerzo ultimo a la ruptura (UTS,
por sus siglas en inglés), la resiliencia, entre otros. El conocimiento de estos
parametros es esencial para el disefio y el éxito clinico de nuevos dispositivos
biomédicos [81].

La prueba de tension uniaxial, consiste en colocar una muestra de material con
geometria y dimensiones bien definidas, entre dos mordazas vy jalar el material por un
extremo mientras que el otro se encuentra fijo. Los datos de la fuerza y el
desplazamiento que sufre el material son adquiridos por una computadora. Con estos
datos y la geometria de la muestra se puede trazar un grafico de esfuerzo vs.
deformacion (o vs. €) a través del cual, se determinan las propiedades mecanicas

antes mencionadas.

El esfuerzo (o) es calculado como g = AL donde f es la fuerza de tension que se

¢ )
le aplica a la probeta para deformarla y A, corresponde al area transversal de la
misma, es decir, el area de la probeta que se ubica de forma perpendicular a la
direccion de deformacién o de aplicacién de la fuerza. La deformacion longitudinal de
-1,

la muestra (¢), como ya se establecié en la seccién 2.4, se calcula como ¢ = -
0

donde [, es la distancia inicial de la zona calibrada de la probeta de tension uniaxial y
[ es el cambio en la distancia a distintos niveles de carga.

En las siguientes subsecciones se describe la geometria y preparacion de las
muestras, asi como el equipo y los parametros utilizados en las pruebas de tension
uniaxial a las que fueron sometidos los hidrogeles de CS/PVA/ECH vy
CS/PVA/ECH UV.

2.5.1.1 Preparacion de las muestras

Para seleccionar las muestras que se usarian en las pruebas mecanicas, se

cortaron varias tiras rectangulares de las membranas CS/PVA/ECH vy
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CS/PVA/ECH UV. Las tiras se examinaron por microscopia Optica utilizando un
microscopio invertido (Carl Zeiss Micro-Imaging, EUA).

Una vez que se corrobord la ausencia de defectos como burbujas, agujeros o
cortes que pudieran alterar el comportamiento mecanico de los hidrogeles, las
muestras se hidrataron con PBS y se mantuvieron a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente se cortaron con un suaje especial en rectangulos de 60 x 20 mm
(largo x ancho) y su espesor se midi6 en 3 diferentes puntos con un calibrador
vernier digital (Mitutoyo, Japoén) para obtener un promedio del espesor de las
muestras.

Durante el ensayo de tensién uniaxial, se probaron cinco probetas rectangulares
de cada uno de los hidrogeles antes mencionados (n=70), mostrandose en los
resultados Unicamente las tres curvas mas representativas de cada grupo
(CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV).

2.5.1.2 Equipo y andlisis mecdnico

Las pruebas de tensién uniaxial se llevaron a cabo en un dispositivo de carga
axial servo hidraulico, MTS 858 MiniBionix, siguiendo los estandares D882-02 [104] y
F2150-02 [105] de la American Society for Testing and Materials (ASTM). Se usé una
celda de carga de 100 N para medir la fuerza aplicada durante la prueba de tensién
uniaxial. La extension, se midié con un sensor LVDT previamente calibrado con un
lector de salida digital (IFD150HE, Mitutoyo). Para controlar el equipo MTS
MiniBionix, se utilizé un controlador 407 MTS. Para la adquisicién de datos se usé un
chasis PXI-1002 de National Instruments con las tarjetas PXI 6281 y PXI 8331. En la
Figura 2.7 A, se muestra el equipo MTS MiniBionix con cada uno de los
componentes previamente descritos.

Las mordazas empleadas fueron disefiadas especialmente y fabricadas en acero
inoxidable para sujetar firmemente muestras suaves (Figura 2.7 B); ademas, sobre
las caras internas de las mordazas, se maquinaron unas marcas suaves para evitar

el deslizamiento de la muestra durante la prueba [106].
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Finalmente, se programd un instrumento virtual (VI/, por sus siglas en inglés) en
LabVIEW para sincronizar y grabar los datos de fuerza y desplazamiento con la
computadora.

Las pruebas de tension uniaxial se realizaron a 24 °C a una velocidad de
deformacion de 8.33 mm s™ y una distancia entre mordazas de 26 mm. Con los datos
adquiridos de fuerza y desplazamiento y considerando que se trata de materiales con

un comportamiento no lineal, se obtuvieron curvas de esfuerzo macroscépico como
.y . L 1
funcion de la razén de deformacion, o vs 4 — o para cada muestra; donde o es el

esfuerzo aplicado por area transversal de la probeta, A = ¢ + 1 y ¢ es la deformacion
longitudinal de la muestra, como se explicé anteriormente.

El médulo de corte (G) se calcul6 en la region lineal de estas curvas mediante
una regresion lineal. Finalmente, tomando en cuenta que los hidrogeles pueden ser
considerados materiales incompresibles®, fue posible conocer su modulo elastico o
modulo de Young (E) al emplear la relacién (317), E = 3G [31, 87, 107, 108].

Hidrogel Mordazas

Figura 2.7: Equipo para pruebas de tension uniaxial. A) Componentes del dispositivo de carga uniaxial,
B) Mordazas para la sujecion de muestras suaves.

8 . . . 5 S
En los elastdmeros, el cambio de volumen ante un esfuerzo de tension es muy pequeiio (dV = 0), por lo que su contribucién
al proceso de deformacion puede ser despreciado frente a otros términos, considerando asi al material como incompresible.
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2.5.2 Propiedades Estructurales

cadena
polimérica

entrecruzamiento
quimico

Hidrogel

enredo entre cadenas
— (entrecruzamiento fisico)

Figura 2.8: Representacion esquematica de los parametros estructurales de la red polimérica de los hidrogeles

El comportamiento mecanico de los hidrogeles puede ser definido por tres
parametros estructurales de su red polimérica (Figura 2.8): el peso molecular entre
puntos de entrecruzamiento (M,,;); la longitud de correlacion (Dy), también conocida
como el tamafio de poro o malla; y la fraccion volumétrica al equilibrio en estado
hidratado (v) [109, 110].

De acuerdo con lo desarrollado en la seccion 2.4 es posible analizar la estructura
polimérica de los hidrogeles mediante el uso de diversas teorias que describen su
comportamiento mecanico. Asi, el médulo de corte (G) puede ser usado para conocer
las propiedades estructurales de la red polimérica [111].

El peso molecular promedio entre puntos de entrecruzamiento (M,,;) se define
como el peso promedio de las cadenas poliméricas que conforman la red
(Figura 2.8), entendiendo que una cadena es aquella secciobn de mondémeros
comprendidos entre dos puntos de entrecruzamiento. Este parametro fue

determinado en la seccién 2.4 y se calcula a través de la ecuacion (32) [23, 87].

CRT

Mgy = e (32)

Donde R es la constante universal de los gases (8.3145 J mol”" K'), T es la

temperatura en Kelvin a la cual el modulo de corte fue determinado (296.15 K) y c es
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la concentracion, en g m™, de CS y PVA en la disolucién entrecruzada.

La concentracion (c) se puede definir como la relacion entre la cantidad de soluto
(gramos de CS y PVA) y la cantidad de disolvente (volumen de disolucion
CS/PVA/ECH). De este modo, ¢=47800 g m™ , ya que en los 250 mL (0.00025 m®) de
disolucién CS/PVA/ECH que se usaron para preparar las membranas, habia 3.56 g
de CSy 8.39 g de PVA (11.95 g de soluto en total).

D Errico et al. [110] mostraron que el tamafio de malla (Dy) puede ser calculado
mediante el “modelo equivalente de la red” usando la ecuacién (33) [112]. EI Dy es un
indicativo de la distancia promedio entre puntos de entrecruzamiento (Figura 2.8). De
acuerdo con la ecuacién (33), Dy puede ser faciimente determinado si la

concentracion (c) y el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento (M,,;) se

Dy =~ /_67’:’51 (33)

en donde 4 es el nimero de Avogadro (6.023 x 10?° mol™).

conocen:

Finalmente, la fraccién volumétrica al equilibrio del polimero en estado hidratado
(vs) se calcula usando los resultados obtenidos durante las pruebas de hinchamiento
realizadas previamente. Asi, la relacibn de hinchamiento al equilibrio (Q.) es

inversamente proporcional a la fraccion volumétrica, v, por lo que [113]:

Vs = Q¢ ! (34)

Un factor estructural mas que puede ser determinado, es la densidad de
entrecruzamiento teérica (¢.), es decir, el numero de cadenas presentes por unidad
de volumen. De acuerdo con Treloar [36], ¢. se puede calcular mediante la

expresion (35):

P =— (35)

My

en donde c es la concentracibn y M., es el peso molecular entre puntos de

entrecruzamiento.
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2.6 Caracterizacion bioldgica

La caracterizacion biolégica de las membranas se llevd a cabo en la unidad de
Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa (UITTC y MR) del
Instituto Nacional de Rehabilitacién (INR). En esta seccidn se presentan las técnicas
empleadas para evaluar la respuesta biolégica de los hidrogeles y los detalles sobre

el aislamiento y cultivo in vitro de las células empleadas.

2.6.1 Aislamiento y cultivo in vitro de condrocitos auriculares

Los condrocitos empleados en la caracterizacion biolégica de los hidrogeles se
obtuvieron del cartilago auricular de conejos Nueva Zelanda de 2 meses de edad.
Las ventajas del conejo como modelo experimental frente a otros animales
frecuentemente usados, como el cerdo o los ratones, incluyen: bajo costo, facil
disponibilidad, requerimientos minimos de vivienda y particularmente para este
estudio, la presencia de una gran cantidad de cartilago en las orejas, el cual, puede
ser facilmente extraido mediante hidrodiseccion.

La hidrodiseccidén del cartilago auricular de los conejos, se realizd inyectando
lentamente disolucion salina entre la piel y el cartilago de la oreja hasta que ambos
tejidos se separaron (Figura 2.9 A). Posteriormente, con unas pinzas de diseccion se
retird la piel que recubria el cartilago (Figura 2.9 B); una vez que el cartilago auricular
qued6 expuesto, cuidadosamente con la ayuda de un bisturi, se removié el
pericondrio aun adherido al cartilago (Figura 2.9 C). Una vez que el cartilago
auricular quedé completamente limpio (Figura 2.9 D) se almacen6 en PBS hasta que
se llevo a cabo su digestion® mecanico-enzimatica.

Este proceso se realizd en ambas orejas y se llevd a cabo conforme a las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio, NOM 062-Z0O0-1994.

Tras la hidrodiseccion, el cartilago obtenido se lavd dos veces con PBS (Gibco,

EUA) y 10% de antibidtico/antimicético, a continuacion, se digiri6 mecanica vy

? Procedimiento que permite la disgregacion de las células del tejido del cual forman parte.
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enzimaticamente con 0.3% de colagenasa tipo Il (AC-3, ICN Biomedicals, EUA) a
37 °C por 18 horas. La suspension celular resultante se filtré a través de un filtro de
nylon con poros de 100 um (Falcon, BectonDickinson, EUA) para separar los
fragmentos de cartilago que no lograron ser digeridos. Posteriormente, la suspension
celular se centrifugd a 1500 rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante’™ resultante se aspird y el pellet celular que se formé se
resuspendié en 15 mL de medio de cultivo DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12, Gibco, EUA) con 10% de suero bovino fetal (SBF) y
1% de antibiético/antimicético (Gibco, BRL/Life Technologies, EUA).

hinchada B N A4 tijeraous

, - diseccion
separacion
mecanica

piel-cartilago (NGNS &

separacion
piel-cartilago por
disolucion salina

pericondrio

b A
J

remanente -

—.l

bisturi \ I l
’J.r -, 4- }'-'UJ

o 7R cartllago elastico

hidrodiseccionado : o
cartilago elastico

Eliminacion del pericondrio limpio

Figura 2.9: Hidrodiseccién del cartilago auricular de conejo. A) Inyeccién de la disolucién salina para separar la
piel del cartilago, B) La piel se retira con la ayuda de unas pinzas de diseccién C) El pericondrio remanente se
elimina cuidadosamente del cartilago con un bisturi, D) Cartilago elastico auricular limpio y listo para su
digestion mecanica y enzimatica.

Fase liquida superior que permanece tras la formacion de un precipitado celular (pellet) después de centrifugar la muestra.
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Finalmente, los condrocitos se sembraron sobre cajas petri a una densidad de
32,787 células cm™? en un area de 63 cm?. Los cultivos celulares se mantuvieron en
monocapa a 37 °C y 5% CO; durante 12 dias. El medio de cultivo se cambié dos
veces por semana.

Mediante un microscopio invertido (Carl Zeiss, Alemania) se monitore6 el

crecimiento celular y la ausencia de contaminacion bacteriana.

2.6.2 Formacion de constructos

Una vez que los condrocitos cultivados de manera in vitro formaron una
monocapa y alcanzaron cerca del 100% de confluencia'’, los cultivos se
tripsinizaron’ (tripsina-EDTA, Sigma, EUA) y la células se contaron para
posteriormente sembrarlas sobre las membranas de CS/PVA/ECH UV; formando asi
los constructos' que mas adelante daran lugar al nuevo cartilago.

Para ello, 10 muestras de 1 cm? de las membranas de CS/PVA/ECH se lavaron
primero con agua destilada, luego con PBS y por ultimo con medio de cultivo
DMEM/F-12 con la finalidad de ajustar el pH de las membranas y barrer cualquier
componente toxico de ECH que hubiera quedado sin reaccionar durante la sintesis
polimérica. Después, conforme a lo descrito en la seccidén 2.1.4, las membranas se
esterilizaron mediante radiacion UV durante 40 minutos en la cdmara ultravioleta
UVC-500 (Hoefer, EUA).

Tras su esterilizacién, las membranas de CS/PVA/ECH UV se sembraron con
condrocitos auriculares a una densidad de 2x10° células cm™. Para ello, las
membranas se colocaron en cajas de 6 pozos (1 membrana por pozo) y sobre la
superficie de los hidrogeles se depositd 1 mL de la disolucion con células que se
obtuvo de la tripsinizacién de las monocapas para tener la densidad de sembrado

deseada (2x10° células cm™). Los constructos se dejaron reposar durante 2 minutos

Fase en la que las células del cultivo ocupan toda la superficie disponible inhibiendo su division debido al contacto que
existe entre si.

12 .. . . . L ( .
Procedimiento a través del cual, mediante una enzima (tripsina), se desprenden las células de la superficie a la que se
encuentren adheridas con la finalidad de transferirlas a otras superficies.

13 Y ( . . .
Un constructo es la estructura que resulta de la asociacion de las células y el biomaterial empleado como andamio en la
construccion de un tejido artificial mediante ingenieria de tejidos.
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en una incubadora a 37 "C y 5 % CO, para que los hidrogeles absorbieran la mayor
cantidad de disolucion. Transcurrido este tiempo, se afadieron 10 mL de medio de
cultivo DMEM/F-12 a cada pozo y se incubaron a 37 °C, 5 % COz y 95% de humedad
relativa.

Los constructos se mantuvieron bajo condiciones estandar in vitro durante

10 dias, cambiando el medio de cultivo cada tercer dia.

2.6.3 Microscopia Electronica de Barrido Ambiental

Con la finalidad de observar la distribucion de los condrocitos sobre el andamio y
determinar si sintetizaron MEC tras 10 dias de cultivo in vitro, los constructos se
estudiaron mediante microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM, por sus
siglas en inglés).

Para ello se utilizé un microscopio electronico de barrido ambiental FEI XL30
(Philips, EUA) aplicando vacio y electrones retrodispersados con 15 - 20 kV.

En este estudio se observaron cinco constructos, los cuales se lavaron
previamente con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 2%. Posteriormente, los
constructos se incubaron durante 15 minutos a 37 °C; transcurrido este tiempo, el
paraformaldehido se retiré y las muestras nuevamente se lavaron con PBS y se

colocaron en un pozo nuevo para llevarlas a ESEM.

2.6.4 Prueba de viabilidad celular

La viabilidad celular de los hidrogeles se estudi6 usando calceina-AM vy
homodimero de etidio (kit L-3224, VIVO/MUERTO, viabilidad/citotoxicidad; Molecular
Probes, EUA). Esta prueba determina simultdneamente las células vivas y las células
muertas midiendo dos parametros conocidos. Si se detecta actividad de esterasas
intracelulares, la calceina-AM emite fluorescencia verde (~515 nm) al excitarse a
490 nm, indicando asi células viables. En cambio, si las células estan muertas, habra
perdida de la membrana plasmatica y el homodimero de etidio podra entrar en
contacto con los &cidos nucleicos, emitiendo fluorescencia roja (~635 nm) al

excitarse a 490 nm.
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Para esta prueba se utilizaron 5 de los constructos cultivados de forma in vitro
durante 10 dias. A estos constructos se les colocé 0.1 uL del kit de calceina-AM y
homodimero de etidio y se incubaron a 37 °C durante 45 minutos. Después, los
constructos se lavaron con PBS durante 5 minutos y se fijaron con una disolucién al
4% de paraformaldehido. Finalmente, se observaron en el microscopio 6ptico con

fluorescencia Carl Zeiss Imager A1 (Gottingen, Alemania).

2.6.5 Prueba de citotoxicidad

La prueba con bromuro de 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difeniltetrazolio (MTT
Formazan, Kit M2003, Sigma), conocida simplemente como prueba de MTT, se uso6
para evaluar la citotoxicidad de los condrocitos sembrados sobre membranas de
CS/PVA/ECH UV. Esta prueba se basa en la reduccion de sales amarillas de
tetrazolio a cristales purpuras de formazan. Dicha reduccién, es debida a la
deshidrogenacion del tetrazolio por las enzimas secretadas en la mitocondria de las
células metabdlicamente activas [114].

Para realizar esta prueba, se cortaron 80 fragmentos de 0.32 cm? de las
membranas de CS/PVA/ECH UV y se lavaron con PBS y DMEM-F12.
Posteriormente, las muestras se colocaron en 8 cajas de 96 pozos (10 muestras por
caja) y sobre las membranas se sembraron condrocitos a una densidad de
1x10* células cm™? y se cultivaron durante 10 dias a 37 °C, 5% CO, y 95% de
humedad relativa.

Dentro de los 10 dias de cultivo in vitro, a determinados intervalos de tiempo™ se
fueron sacando una a una las cajas y se les realizd la prueba de MTT. Para ello, se
le afiadieron 10 uL de la disoluciéon de MTT a cada pozo y la caja se incub6 durante 4
horas a 37 °C y 95% de humedad relativa. Posteriormente, el medio de cultivo con
MTT se removio y las muestras se lavaron con PBS y medio de cultivo fresco. En
cada uno de los pozos se colocaron 100 pyL de la disolucién reveladora de DMSO

(dimetilsulfoxido):isopropanol (1:1) y se incubaron bajo condiciones estandar in vitro

14 Intervalos: 0, 1,2, 4, 6, 8 y 10 dias (el dia 0 corresponde a 1 hora de cultivo). En cada uno de estos intervalos una de las
cajas se retir6 del cultivo in vitro y se le realizé la prueba de MTT.
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durante toda la noche para disolver los cristales de formazan que se formaron. Al dia
siguiente, la disolucién reveladora se resuspendié varias veces con ayuda de una
micropipeta y se pasd a un pozo nuevo. Para estimar la concentracién de formazan,
la absorbancia de la disolucién obtenida se midié a 620 nm con un espectrofotdmetro
(Beckman Coulter, EUA).

Para propoésitos de comparacién, en todas las mediciones se usaron membranas
de CS/PVA/ECH UV sin células como control negativo y como control positivo
condrocitos auriculares cultivados in vitro. Ambos grupos recibieron el mismo
tratamiento que los constructos para el desarrollo del ensayo de MTT.

Con la finalidad de obtener una relaciéon directa entre la intensidad de la
absorbancia leida con el espectrofotometro y el numero de células vivas sobre los
constructos y/o en los pozos de cultivo (controles positivos), se realizd la calibraciéon
del espectrofotometro. Asi, sera posible conocer la proliferacion de los condrocitos
sobre las membranas de CS/PVA/ECH UV.

Para calibrar el espectrofotometro, se colocaron cantidades conocidas de
células™ en los pozos de cultivo y se siguié el protocolo de MTT previamente descrito
haciendo la lectura de todos los pozos el mismo dia. Con los resultados obtenidos,
se traz6 un grafico de numero de células vs. absorbancia a 620 nm. Posteriormente,
en el software Mathematica v8 (Wolfram Research, EUA) se realiz6 el ajuste de los
datos experimentales. Asi, mediante la ecuacion resultante del ajuste, es posible
relacionar de manera directa la absorbancia leida, con el niumero de células viables.

Una vez que se conocid esta relacion, se traz6é un grafico de proliferaciéon celular
y otro de velocidad de proliferacién, conociendo de este modo el numero de células
vivas presentes en los constructos a lo largo del tiempo de cultivo y la velocidad a la

que se estan replicando, respectivamente.

15 Densidad de sembrado: 5 000, 10 000, 20 000, 40 000, 80 000 y 160 000 células por pozo
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Reaccion de entrecruzamiento y sintesis de los hidrogeles

En esta seccion se presenta la reaccién de entrecruzamiento que se lleva a cabo
entre la ECH y la mezcla CS/PVA durante la sintesis de los hidrogeles. Ademas, se
propone la estructura molecular de la red polimérica de CS/PVA/ECH que se forma
tras el entrecruzamiento. Aunque el objetivo de este trabajo de tesis no consiste en
profundizar en el mecanismo y la cinética de esta reaccion, es importante conocer la
forma en que la ECH interacciona con las cadenas poliméricas de CS y PVA con la
finalidad de evitar trazas de ECH en los hidrogeles.

En ciertas aplicaciones (i.e. como andamios celulares o como membranas de
filtracion) los hidrogeles no solo necesitan ser estables en ambientes humedos, sino
también ser resistentes a una combinacién de esfuerzos quimicos y mecanicos, por
lo que es necesario estabilizarlos mediante el entrecruzamiento de su red
polimérica [33]. Los entrecruzantes, son moléculas bifucionales de bajo peso
molecular que estabilizan a los hidrogeles a través de enlaces covalentes entre los
grupos funcionales presentes en las cadenas.

La ECH fue seleccionada como agente entrecruzante de la mezcla CS/PVA
debido a que no elimina la funcion catiénica de las aminas primarias (-NH;) del CS
gracias a su capacidad para reaccionar tanto con los grupos hidroxilo (-OH) del CS y
del PVA como con los -NH; del CS, permitiendo asi, una mayor funcionalidad
quimica en la red polimérica resultante.

De acuerdo con Zheng et. al. [101], la ECH puede reaccionar con los grupos
amino y/o hidroxilo dependiendo de la temperatura y el pH de la disolucién en la que
se realiza el entrecruzamiento. Asi, a pH < 7 y/o temperaturas por debajo de los
40 °C existe preferencia por los grupos amino; mientras que a temperaturas

superiores a 40 °C y/o pH basico, la reaccién puede llevarse a cabo tanto en los
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grupos -NH; como en los -OH, formando de esta manera una red densamente
entrecruzada [33, 101, 115].

Conforme a lo detallado en la seccién 2.1.3, el entrecruzamiento de la mezcla
CS/PVA se realizé a ~40 °C, por lo que es muy probable que la ECH haya
reaccionado tanto con los grupos -OH y -NH; del CS como con los -OH del PVA.

La ECH es un epdxido organoclorado que posee un anillo oxirano en su
estructura, el cual, es altamente reactivo debido a la tensién angular'® presente entre
los carbonos del anillo [116]. Debido a ello, los enlaces del oxirano son débiles y
pueden ser atacados facilmente por un nucleofilo'” ocasionando la escision (ruptura)
del anillo. Asi, el ataque nucleofilico al anillo oxirano, también llamado anillo epdxido,
es la base para iniciar la reaccion de entrecruzamiento en nuestro sistema CS/PVA.
Esta reaccidén puede ser desencadenada por las aminas primarias del CS y por los
grupos hidroxilo del CS y PVA durante el entrecruzamiento de la mezcla.

La reaccidn de entrecruzamiento de la ECH con los grupos -NH; del CS se
representa esquematicamente en la Figura 3.1. Como se puede observar, la reaccion
ocurre en 4 etapas. En la primera etapa se da la apertura del anillo oxirano de la
ECH debido al ataque nucleofilico de la amina primaria del CS. El par de electrones
libres que posee la amina le permite formar un enlace covalente con la ECH,
generandose asi una adiciéon nucleofilica. Asi, la apertura del anillo oxirano resulta en
la formacion de grupos hidroxilo, mientras que la reaccién de adicion genera una
amina secundaria (-NH). De esta manera en la segunda etapa, el CS tiene unido a su
anillo glucosidico nuevos grupos: -NH, -OH y cloro (CI).

En la tercera etapa, el &tomo de Cl es desplazado por el par de electrones libres
de la amina primaria (-NH;) de otra cadena polimérica de CS, generandose una
sustitucién nucleofilica, donde el grupo saliente es el Cl en forma de i6n cloruro (CI).
La amina primaria de la cadena sustituyente queda cargada positivamente (-NH."),
por lo que el idn CI extrae un proton (H') de ésta, neutralizando la cadena y

obteniéndose el producto final (Figura 3.1).

16 Pobre superposicion de los orbitales atdmicos de los carbonos en los compuestos organicos saturados. La poca superposicion de
los orbitales sp® se debe a la desviacion de los enlaces respecto a los angulos ideales (109°). En el anillo oxirano de la ECH el
angulo entre carbonos es de 60 °.

17 Moléculas con pares de electrones no compartidos que pueden cederlos a atomos deficiente de electrones, combinandose y
enlazandose covalentemente con ellos.
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Figura 3.1: Mecanismo de la reaccién de entrecruzamiento entre las cadenas de quitosano (CS) y la
epiclorhidrina (ECH) a través de las aminas primarias (-NH>) del CS.

De esta forma, el entrecruzamiento del CS con ECH a través de los grupos
amino primarios, resulta en la uniébn de las cadenas de CS mediante aminas
secundarias y grupos hidroxilo, asi como en la formacion de acido clorhidrico (HCI)
como subproducto [33, 72, 115, 117]. La estructura molecular de las cadenas de CS
entrecruzadas mediante sus aminas primarias se presenta al final de la reaccién en
la Figura 3.1.

El mecanismo de entrecruzamiento de la ECH mediante los grupos hidroxilo
(-OH) del CS se representa en la Figura 3.2, en esta reaccion se obtiene la formacion
de éteres (R-O-R) y nuevos grupos hidroxilo (-OH), los cuales unen a las cadenas
poliméricas de CS. De acuerdo con Zheng et. al. [101] y Austero et. al. [33], esta

reaccion tiene lugar cuando la temperatura de la disolucién es mayor a 40 °C.
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Figura 3.2: Mecanismo de la reaccién de entrecruzamiento entre las cadenas de quitosano (CS) y la
epiclorhidrina (ECH) a través de los grupos hidroxilo (-OH) del CS.

El mecanismo de reaccién consta basicamente de los mismos pasos que la
reaccion amina-epoxido. De esta forma, la reaccion se inicia con la escision
heterolitica del anillo epoxido debido al ataque nucleofilico del oxigeno unido al
carbono seis del CS, que de manera similar a las aminas, posee pares de electrones
sin compartir y puede enlazarse covalentemente con la ECH, generando asi una
adicién nucleofilica. Posteriormente, se produce una sustitucion nucleofilica, en
donde el Cl de la nueva cadena lateral del CS es desplazado por el -OH de otra
cadena de CS. El CI saliente forma un ién cloruro (CI') y ambas cadenas quedan
unidas por dos grupos éteres (R-O-R).

El hidroxido de sodio (NaOH) que se anadié como catalizador a la reaccidn

(seccion 2.1.3) se disocia en iones Na* y OH". El ion OH™ del NaOH extrae el H* del
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éter protonado (R-OH™-R) neutralizando asi a la nueva molécula y obteniendo agua
(H20) como subproducto. Por otro lado, el ion Na* se une al i6n CI desplazado
durante la sustitucion nucleofilica para generar cloruro de sodio (NaCl). La estructura
molecular de las cadenas de CS entrecruzadas por los grupos hidroxilo con ECH y
los subproductos de esta reaccion se muestran en la Figura 3.2.

Las cadenas poliméricas de PVA, igual que las de CS, pueden ser entrecruzadas
por la ECH a través de los grupos hidroxilo (-OH) presentes en su cadena principal.
En la Figura 3.3 se muestra dicha reaccién de entrecruzamiento. El mecanismo de la
reaccion del PVA es equivalente a la reaccion del CS cuando es entrecruzado por la

ECH a través de sus grupos -OH.
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\ O
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Poli(alcohol vinilico) ( ’>_/C|
(PVA) 0

Apertura del anillo oxirano de la ECH
por ataque nucleofilico del oxigeno

Sustitucion nucleofilica
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Figura 3.3: Mecanismo de la reaccion de entrecruzamiento entre la epiclorhidrina (ECH) y las cadenas de
poli(alcohol vinilico) (PVA) a través de los grupos hidroxilo (-OH).I
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En todas las reacciones presentadas anteriormente, por cada molécula de ECH
se consumen dos monémeros de CS y/o PVA, por lo que el entrecruzamiento de las
cadenas continuara hasta que las moléculas de ECH se agoten; esto debido a que la
ECH es el reactivo que se encuentra en menor proporcion dentro de la mezcla
(0.25 % viv).

Conociendo los mecanismos de reaccidn y teniendo presente que el
entrecruzamiento de la mezcla CS/PVA se pudo presentar tanto en los grupos amino
del CS como en los hidroxilo del CS y PVA, en la Figura 3.4 se representa la
estructura molecular propuesta para la red polimérica de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH sintetizados en este trabajo de tesis. En esta estructura molecular se

pueden presentar cinco tipos de enlaces en diferentes proporciones:

1. Cadenas de CS unidas entre si debido al entrecruzamiento de sus grupos
amino (Figura 3.4, recuadro azul).

2. Cadenas de CS unidas por el entrecruzamiento de sus grupos hidroxilo
(Figura 3.4, recuadro verde).

3. Cadenas de PVA entrecruzadas con ECH mediante sus grupos hidroxilo
(Figura 3.4, recuadro morado).

4. Cadenas de CS y cadenas de PVA unidas entre si por el entrecruzamiento
de sus respectivos grupos -OH (Figura 3.4, recuadro rojo).

5. Puentes de hidroégenos intermoleculares (entre moléculas de CS y/o PVA) e
intramoleculares (dentro de las moléculas de una misma cadena polimérica)
entre los atomo de N, O e H de la red polimérica (Figura 3.4, lineas

punteadas).

El enlace entre cadenas que se espera tener en mayor proporcién es el
correspondiente a la reaccion del CS mediante sus grupos amino (Figura 3.4 A,
recuadro azul). Lo anterior se debe a que la reaccién de eterificacion de los grupos
-OH es mucho mas lenta y unicamente llega a ser significativa cuando las aminas

estan lo suficientemente reducidas [72, 118].
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Figura 3.4: Estructura molecular propuesta para la red polimérica de los hidrogeles de CS/PVA/ECH. En ella se
consideran todas las interacciones moleculares que se pueden presentar durante el entrecruzamiento quimico de
la mezcla CS/PVA con ECH: A) unién de CS por sus grupos -NH> (recuadro azul), B) unién de CS por grupos -OH

(recuadro verde), C) enlaces de PVA-PVA por sus grupos -OH (recuadro morado), D) unién CS-PVA mediante
sus respectivos grupos -OH (recuadro rojo), y formacion de puentes de hidrégeno inter e inframoleculares (lineas

punteadas).

Aunque la formacion de algunos de estos enlaces y grupos sustituyentes pueden
ser comprobados mediante espectroscopia infrarroja, se considera necesario realizar
un estudio mas profundo que permita corroborar la estructura molecular de la red
polimérica propuesta. Para ello, se propone estudiar los hidrogeles de CS/PVA/ECH
mediante 'H RMN y *C RMN (resonancia magnética nuclear de protones y de
carbono, respectivamente) ya que la correlacion homonuclear y heteronuclear de los
espectros permitiria determinar la estructura molecular y el arreglo espacial de la red

polimérica.
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Una vez que la mezcla CS/PVA se entrecruz6 con ECH, las disolucién se colocd
en cajas petri, las cuales se dejaron secar a temperatura ambiente para evaporar los
disolventes empleados y propiciar la formacidén de las membranas.

Las membranas de CS/PVA/ECH se formaron después de 72 horas, tuvieron un

espesor promedio de 0.17 £ 0.040 mm y un didmetro de 90 mm (Figura 3.5).

“membrana
CS/PVA/ECH

Figura 3.5: Fotografia de una de las membranas sintetizadas de CS/PVS/ECH.

3.2 Pruebas de hinchamiento

Los hidrogeles usualmente presentan un comportamiento altamente hidroéfilo,
siendo ésta una caracteristica importante en este tipo de materiales. De tal forma
que, como se menciond en la seccion 2.2, la cantidad de liquido que son capaces de
absorber se encuentra directamente relacionada con su comportamiento mecanico.

En la Figura 3.6 A, se muestra el porcentaje de absorcién de liquido de los
hidrogeles de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV en funcién del tiempo. A lo largo del
experimento, también se registr6 el cambio en el pH de la disolucion en la cual se
sumergieron las muestras, encontrandose que el pH promedio a lo largo de la prueba
fue de 7.20 £ 0.07 (Figura 3.6 B).
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Figura 3.6: Comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV. A)Curva de
absorcion de liquido de los hidrogeles de CH/PVA/ECH (puntos) y CS/PVA/ECH UV (cuadros). En el recuadro interno se
muestra a detalle la cinética de absorcion de ambos grupos de muestras durante las primeras tres horas de
hinchamiento. B) Cambio de pH en funcién del tiempo de la disolucion de PBS en la que se colocaron los hidrogeles. En
la gréafica principal se aprecia el cambio de pH durante las primeras tres horas de hinchamiento, mientras que en el
recuadro, se encuentra graficado el pH de la disolucién de PBS durante toda la prueba (50 horas).
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La curva de absorcién de liquido en funcién del tiempo (Figura 3.6 A), describe la
velocidad de absorcién de fluido por el hidrogel. En esta grafica, se pueden observar
cambios drasticos que ocurren durante la primera hora para ambos materiales. Las
membranas de CS/PVA/ECH alcanzaron la maxima absorciéon a los 10 minutos con
un porcentaje de hinchamiento de 214%. En cambio, las membranas irradiadas con
UV alcanzaron su maxima absorcién a los 5 minutos, siendo ésta de 167%. Tras este
periodo critico, la absorcibn de ambos polimeros disminuyé hasta alcanzar el
equilibrio (Q,) alrededor de 156% y 148% respectivamente.

La diferencia en el hinchamiento entre ambos grupos de hidrogeles, puede
deberse a un entrecruzamiento adicional en la red polimérica de las membranas
esterilizadas por radiacion UV. La presencia de este fendbmeno también se ha
reportado en otras investigaciones [92, 94, 110, 119].

De esta manera, la radiaciéon UV pudo haber generado radicales libres en las
cadenas poliméricas de CS y PVA. Estos radicales, al ser altamente reactivos, dieron
lugar a nuevos puntos de entrecruzamiento, formando asi, una red mas rigida y con
poros mas pequefios que obstaculizan la entrada de moléculas. Debido a ello, el
porcentaje de hinchamiento alcanzado por las membranas de CS/PVA/ECH UV es
menor que el de las membranas sin esterilizar.

Asi, la radiacion UV juega una doble funcién en nuestros hidrogeles, como
agente esterilizador y como fotoentrecruzante. El incremento en las densidad de
entrecruzamiento debido a la Iluz UV, es corroborado y determinado
cuantitativamente mas adelante, i.e. cuando se estudien las propiedades
estructurales de las membranas.

Otro fendmeno interesante que presentaron los hidrogeles de CS/PVA/ECH y
CS/PVA/ECH UV, fue el efecto de sobrerrespuesta, conocido en inglés como
overshooting. Este efecto, se caracteriza por un comportamiento super absorbente
durante los primeros minutos de hinchamiento, siendo en este punto donde se
presenta la maxima absorcion de liquido; posteriormente se observa un
deshinchamiento gradual del hidrogel hasta alcanzar el equilibrio [120].

La sobrerrespuesta al hinchamiento de los hidrogeles de CS/PVA/ECH puede ser

bien explicado por el equilibrio de hinchamiento de Donnan, el cual, se basa en el
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gradiente de presion osmoética dentro y fuera del hidrogel, debido a las cargas
electrostaticas y a la concentracion de contra-iones que se forman dentro del
hidrogel. A medida que el hidrogel se hincha y las cadenas poliméricas se
desenredan y se expanden, la presidbn osmética disminuye; sin embargo, la fuerza de
contraccién elastica de la red entrecruzada, aumenta. Con el tiempo, ambas fuerzas
se equilibran entre si y se alcanza el equilibrio de hinchamiento [121-123].

Ademas, los hidrogeles de CS/PVA/ECH poseen grupos iénicos (grupos amino
del CS) que pueden ser protonados y desprotonados dependiendo del pH de la
disolucidén en que se encuentren; estos grupos poseen un pK, = 6.4 [123, 124]. En un
medio acuoso con pH 7 (> pK,) como el PBS, el CS presenta una baja densidad de
carga, por lo que casi todos sus grupos -NH; estan desprotonados y eventualmente
pueden formar puentes de hidrégeno.

Asi, el comportamiento de hinchamiento de la red polimérica esta influenciado
unicamente por un gradiente de presidbn osmatica; sin embargo, como el fluido entra
en la red, los grupos -NH; del CS y los -OH del PVA y CS forman puentes de
hidrogeno intermoleculares e intramoleculares (Figura 3.4); con lo que la densidad de
entrecruzamiento de la red polimérica se incrementa y produce una contraccion de si
misma. De esta manera, parte del liquido que habia sido previamente absorbido es
ahora expulsado hasta que un nuevo estado de equilibrio se alcanza.

La curva de pH como funcion del tiempo (Figura 3.6 B) muestra un decremento
en el pH del PBS durante los primeros minutos de inmersion de las membranas en la
disolucién. Esto debido a la liberacion de acido acético durante los primeros 10
minutos. Las moléculas de acido acético liberadas, habrian quedado atrapadas en la
red una vez que las membranas se formaron. La presencia de acido acético también
fue detectada por 'H RMN.
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3.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Las Figuras 3.7 y 3.8 muestran los espectros de FTIR de los polimeros puros y
su mezcla; en la Figura 3.7 se observan los espectros correspondientes al CS, PVA 'y
ECH, mientras que la mezclas CS/PVA, CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV aparecen
en la Figura 3.8. Las bandas principales de los espectrogramas se asociaron con su
grupo quimico correspondiente de acuerdo con lo reportado en la literatura.

El PVA (Figura 3.7, amarillo) muestra una banda de absorcion fuerte y amplia a
3500-3000 cm™ asociada a la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares y
a la vibracion de los grupos -OH. La banda a 2940 cm™ corresponde a la tension C-H
de los grupos alquilo, mientras que los picos a 1680 cm™ y 1535 cm™ son debidos a
la tension C=0 y C-O de los grupos acetato remanentes en el PVA [24, 90]. Las
bandas a 1480 cm™, 1320 cm™ y 1090 cm™ estan asociadas a los enlaces de los
grupos CH-CH,, CH-OH y C-O, respectivamente [10, 89, 90, 125].
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Figura 3.7: Espectros de FTIR de los componentes individuales de las membranas de CS/PVA/ECH:
PVA (amarillo), CS (magenta) y ECH (azul).
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El espectro del CS (Figura 3.7, magenta) presenta dos bandas amplias de
absorcioén en la regiéon 3500-3000 cm™ correspondientes a la vibracion simétrica del
enlace N-H de las aminas primarias [89]. La banda a 3000-2800 cm™ se asocia a la
tension C-H de los alquilos presentes en la estructura; la banda amida |,
correspondiente a las amidas de las unidades acetiladas (NH-C=0), se ubica a
1650 cm™; a 1570 cm™ se presenta la banda correspondiente a la flexion N-H de las
aminas primarias; mientras que a 1300 cm™ aparece la flexién de los enlaces C-N
[24, 33, 89]. La banda a 1090-1030 cm™ corresponde a la tension C-O de los grupos
alcohol presentes en la estructura sacarida [90]. Finalmente, los picos a 1151 cm™ y
899 cm™' corresponden al anillo sacarido [33, 89].

Por su parte, el espectro de la ECH (Figura 3.7, azul) presenté una banda en
800-700 cm™ correspondiente al enlace C-Cl del carbono clorado. Mientras que las
bandas entre 965-850 cm™ y 1250 cm™ estan asociadas al alargamiento simétrico y

asimétricos del anillo epéxido, respectivamente [29, 101].
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Figura 3.8: Espectros de FTIR de las mezclas poliméricas: CS/PVA (azul), CS/PVA/ECH (magenta) y
CS/PVA/ECH UV (amatrillo).
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La mezcla CS/PVA (Figura 3.8, azul) presenta los picos caracteristicos de ambos

componentes. La banda a 3500-3000 cm™ asociada a los grupos OH y puentes de

hidrégeno, muestra un incremento en la intensidad respecto al PVA puro. De acuerdo

con Abdelaal et. al. [20] esto se debe a la formacién de puentes de hidrogeno

intermoleculares e intramoleculares como resultado de la interaccién entre el CS y el

PVA.

Conforme al andlisis de FTIR, el espectrograma de las membranas de

CS/PVA/ECH (Figura 3.8, magenta) muestra algunos cambios quimicos respecto a la

mezcla CS/PVA. Estos cambios, pueden ser explicados tomando en consideracion

los mecanismos de reaccion presentados en la seccion 3.1:

a)

Incremento en la intensidad de la banda a 3500-3000 cm™. Debido a la
formacion de puentes de hidrégeno y nuevos grupos hidroxilo durante el
entrecruzamiento del CS y/o PVA con la ECH.

La banda a 1090 cm™ asociada a la tension del enlace C-O de los grupos
alcohol incrementa en intensidad indicando la formacion de enlaces C-O;
dichos enlaces son tipicos del entrecruzamiento con de CS y PVA con
ECH [33].

Formacion de los éteres esperados (C-O-C) debido a la reaccién de
entrecruzamiento de los compuestos epdxidos con los grupos -OH del CS
o del PVA (banda a 1070 cm™) [71, 126, 127].

Decremento de la banda asociada a las aminas primarias del CS
(1570 cm™), sugiriendo el entrecruzamiento de la ECH en los grupos -NH,.
De acuerdo con Austero et. al. [33] esta reaccién también produce un
incremento en la banda correspondiente a los enlaces C-N; sin embargo,
en nuestro estudio dicha banda quedd embebida en los picos asociados al

PVA y no fue posible identificarla.

Todos estos resultados demuestran que el proceso de entrecruzamiento se llevd

a cabo exitosamente y que la estructura quimica propuesta en la seccién 3.1 para la
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red polimérica de los hidrogeles de CS/PVA/ECH constituye una buena aproximacion
de la red formada.

Las membranas de CS/PVA/ECH UV (Figura 3.8, amarillo) presentaron cambios
significativos en las bandas asociadas a los grupos: OH, amidas y aminas (3500-
3000 cm™, 1650 cm™ y 1570 cm™, respectivamente) indicando alta reactividad de
dichos grupos debido a su exposicion a la radiacion UV.

La banda asociada a los grupos OH presenté un decremento significativo en su
intensidad, lo cual, de acuerdo con lo reportado por Abdeaal et. al. [20] se debe a la
formacion de radicales hidroxilo (OHe) por accién de la radiacién UV. Estos radicales
libres son altamente reactivos y pueden reaccionar con los grupos -NH; del CS o con
otros grupos -OH del CS y del PVA, produciendo un entrecruzamiento adicional en la
red polimérica. Dicho entrecruzamiento se reflejé en el decremento significativo de la
banda a 1570 cm™ asociada a la aminas primarias del CS y en el incremento de las
bandas a 1090 cm™ y 1070 cm™ correspondientes al incremento de enlaces C-O y a
la formacion de éteres (C-O-C), respectivamente.

Es importante resaltar que en el andlisis por FTIR de las membranas
entrecruzadas no aparece la banda asociada al C-Cl (800-700 cm™) ni las asociadas
al anillo epoxido, por lo que se concluye que no hay trazas remanentes de ECH en
los hidrogeles (CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV).

3.4 Resonancia Magnética Nuclear de Protones (*H RMN)

Para corroborar que en los hidrogeles sintetizados no hubiera trazas de ECH
libres (i.e. moléculas de ECH sin reaccionar), se analizé por '"H RMN el agua residual
empleada en el lavado de las membranas después de su sintesis. Debido a que la
ECH es soluble en agua [74], la posible presencia de residuos de ECH deberia ser
detectada mediante este analisis.

En la Figura 3.9 se presenta una comparacion entre el espectro de la ECH
empleada como agente entrecruzante y los espectros del agua residual usada en el

primer y en el ultimo lavado que se les hizo a las membranas.
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Figura 3.9: Espectros de "H RMN de la ECH (negro) y el agua empleada en el primer y ultimo lavado de los
hidrogeles (rojo y azul, respectivamente).

La Figura 3.9 muestra un pequefo pico en el espectro correspondiente al primer
lavado (Figura 3.9, espectro rojo), dicho pico se encuentra muy cercano al pico
numero 5 del espectro de ECH (Figura 3.9, espectro negro). Para poder hacer una
mejor identificacion del pico, en la Figura 3.10 se presenta una ampliacion de la zona
comprendida entre 1.85 - 2.20 &(ppm), de este modo, es posible observar la posicidén
exacta de las sefiales del espectro correspondiente al agua del primer lavado.

En la Figura 3.10, se observan dos picos pero ninguno de ellos corresponde a la
ECH. El primero, identificado como “a”, se localiza a 2.13 ppm y corresponde al CH3
del acido acético (CH3;COOH) empleado durante la sintesis de los hidrogeles, lo que
explicaria la ligera acidificacién del PBS durante las pruebas de hinchamiento. Por
otro lado, el segundo pico (identificado como “b”) corresponde a un CHs; del acetato
de sodio (CH3COONa) resultante de la reaccién de neutralizacién entre el acido
acético y el hidroxido de sodio usado durante algunos de los lavados que se le

hicieron a los hidrogeles.
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Asi, estos resultados nuevamente confirman la ausencia de remanentes de ECH

en los hidrogeles.

—— Agua residual (1er lavado)

p LA Al Arw Ml ul..lu LAY .V 1A
2.05 2.00 1.95 190 1.85
6 (ppm)

b, et Ll
2.20 2.15 2.10

Figura 3.10: Ampliacién de la regidn comprendida entre 2.20-1.85 8 (ppm) del espectro de "H RMN del agua
utilizada en el primer lavado de los hidrogeles. La ausencia de ECH es confirmada.

3.5 Difraccion de rayos X (DRX)

En los polimeros, las zonas cristalinas son las responsables de la resistencia
mecanica, mientras que las amorfas estan asociadas a la flexibilidad y elasticidad del
material [36]. Debido a ello, se estudi6 el porcentaje de cristalinidad de los hidrogeles
de CS/PVA, CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV; asi como de los componentes
individuales de la mezcla (i.,e. CS y PVA). En la Figura 3.11 se muestran los
difractogramas obtenidos para cada uno de estos materiales.

En el difractograma correspondiente al PVA (Figura 3.11, azul marino) se
observan 4 picos relacionados con la fase cristalina; uno de alta intensidad a 20.06°,

otro a 41.02° de intensidad media y finalmente dos de baja intensidad a 12° y 23.38";
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siendo este ultimo, el pico caracteristico del PVA atactico [128]. De acuerdo con los
estudios realizados por Li et al. [128], los picos de difraccion corresponden a los
planos (101), (111), (100) y (200), respectivamente. El porcentaje de cristalinidad
obtenido a partir del difractograma fue de 24.6%. Estos resultados concuerdan con
los reportados en investigaciones previas [20, 24, 128]. La estructura cristalina del
PVA corresponde a una celda monoclinica con dimensiones: a= 0.781 nm,
b= 0.252 nm (direccibn del eje de la cadena), c= 0.551 nm y un &ngulo
B=92.2° + 0.3%; cada celda unitaria esta compuesta por dos monémeros de PVA
(i.e. dos unidades vinil alcohol) [102, 103].

El CS por su parte, presenta una celda unitaria ortorrdmbica de dimensiones
a= 2.86 nm, b= 0.95 nm y ¢ =1.046 nm (direccion del eje de la cadena). Cada celda
unidad se compone de cuatro unidades de D-glucosaminas conformadas en dos
cadenas helicoidales antiparalelas, las cuales, se encuentran estabilizadas debido a
la formacién de puentes de hidrogeno entre ellas [24, 64]. El difractograma de las
membranas de CS (Figura 3.11, magenta) presenta cuatro picos de cristalinidad:
9.98°, 20°, 21.69" y 40.5°. Estos picos estan asociados a los planos de difraccion
(020), (200), (201) y (143) respectivamente [129]. A diferencia del PVA, los picos de
difraccion del CS son amplios y de menor intensidad, lo cual deja ver que su fase
predominante es la amorfa. El porcentaje de cristalinidad de los hidrogeles de CS fue
de 16.3%. Resultados similares han sido reportados en la literatura [17, 24].

Los hidrogeles de CS/PVA presentaron un mayor porcentaje de cristalinidad
respecto al CS puro (22.8% vs. 16.3%), por lo que se espera que su resistencia
mecanica de igual manera sea superior. En su difractograma (Figura 3.11, amarillo)
es posible apreciar que el pico a 9.98° correspondiente al CS y el pico a 41.02° del
PVA desaparecen; mientras que los picos de difraccion a 20° y 20.06° del CS y PVA
respectivamente, se superponen en un solo pico de intensidad media a 20.2°. Este
comportamiento concuerda con lo reportado recientemente por Islam et. al. [130].
Asi, cada pico de difraccién puede ser indexado con plano del componente individual
correspondiente (CS o PVA), tal como se resume en la Tabla .

El andlisis de DRX de igual manera es util para estudiar la interaccion entre los

componentes de la mezcla polimérica [17, 101]. Si los componentes no tienen
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interaccidon, cada uno conservara su region cristalina y en el difractograma de la
mezcla deberan aparecer los picos cristalinos de cada componente. Dado que esto
no se cumple para los hidrogeles de CS/PVA, es posible determinar que existe cierto
grado de compatibilidad entre ellos. Dicha interaccion puede ser atribuida a la
formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos amino del CS y los grupos
hidroxilo del PVA, los cuales, limitarian hasta cierto punto la movilidad de las
cadenas, evitando su plegamiento para formar sus respectivas regiones cristalinas.

Cuando se adiciona el agente entrecruzante (ECH) a la mezcla CS/PVA, el
porcentaje de cristalinidad de los hidrogeles decrece notablemente, disminuyendo
hasta el 8.7%. Su difractograma (Figura 3.11, verde) conserva tres picos de
difraccion, dos atribuidos al CS (~19.64°, ~21.28°) y uno al PVA (~40.85°). El pico a
~12° que aparecia en el difractograma de las membranas de CS/PVA y que se
relacionaba con el PVA, desapareci6é al agregar ECH a la mezcla. Lo anterior se
debe a que en estas membranas, la interaccion entre las moléculas de CS y PVA se
torna mas fuerte por los enlaces covalentes que la ECH forma entre las cadenas
poliméricas de ambos componentes, lo que implica que el plegamiento de las
cadenas sea mas dificil tras la reaccion de entrecruzamiento. De este modo, el
entrecruzamiento inhibe el empaquetamiento de las cadenas al reducir su grado de
libertad en una configuracion tridimensional, limitando o incluso previniendo la
formacion de regiones cristalinas [24].

El difractograma de las membranas de CS/PVA/ECH UV (Figura 3.11, azul cielo)
de igual manera presenta tres picos de difraccién, uno de intensidad media a 19.64°
y dos de baja intensidad a 21.22° y 40.77°; al igual que en las membranas sin irradiar
(CS/PVA/ECH) dos de estos picos se asocian al CS (19.64° y 21.22°) y uno al PVA
(40.77°). Los picos de difracciéon son ligeramente mas anchos y de menor intensidad,
lo cual indica que la cristalinidad disminuye y la muestra se vuelve mas amorfa. El
indice de cristalinidad calculado a partir de su difractograma fue de 8.1%, siendo
menor al de las peliculas sin irradiar. Este ligero decremento puede ser atribuido al
fotoentrecruzamiento de la red polimérica producido por la radiacion UV, creando una

red mas rigida que dificilmente podria acomodarse para formar regiones cristalinas.
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Figura 3.11: Difractogramas de las membranas CS (magenta), PVA (azul marino), CS/PVA (amarillo),
CS/PVA/ECH (verde) y CS/PVA/ECH UV (azul cielo).

El hecho de que el porcentaje de cristalinidad haya disminuido tanto al agregar
los agentes entrecruzantes (ECH y radiacion UV), es un indicativo mas de que el
proceso de entrecruzamiento fue exitoso. Muy probablemente las zonas cristalinas
presentes en ambas membranas (CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV), se deben a
cadenas de CS o PVA que no fueron entrecruzadas y al no tener grupos
sustituyentes en su cadena principal cuentan con la flexibilidad suficiente para
plegarse y acomodarse de forma periddica. Con la finalidad de determinar con
precision esto, asi como los planos de difraccién a los que se asocian los picos
cristalinos de las membranas de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV es necesario
llevar a cabo un estudio de difraccibn mas profundo. Cabe destacar que hasta el
momento los planos de difraccidén y la estructura cristalina de estas membranas no

ha sido reportada en la literatura.
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En otras investigaciones también se ha reportado que la adicidbn de agentes
entrecruzantes (fisicos o quimicos) a la mezcla CS/PVA reduce la cristalinidad de los
hidrogeles [25, 67, 130]. Por lo tanto, los resultados de rayos X presentados son
congruentes con los reportados en la literatura.

En la Tabla | se concentran los valores del angulo de difraccion 26, los planos de
difraccion asociados y el porcentaje de cristalinidad obtenido para cada una de las

membranas analizadas por difraccion de rayos X.

Tabla I. Resumen de los resultados obtenidos del analisis de DRX para las membranas de PVA, CS, CS/PVA,
CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV

Angulo de
Hidrogel difra?:(cf;én 26 dFi’;::c?ci(:')en crista‘;/;nidad
12.00 (100)
20.06 (101)
PVA 24.6
23.38 (200)
41.02 (111)
9.98 (020)
20.00 (200)
CS 16.3
21.69 (201)
40.50 (143)
12.13 (100)
CS/PVA 20.20 (1017) (200) 22.8
23.00 (200)
40.00 (143)
1964 -
CS/PVA/ECH 2128 - 8.7
4085 0 -
1962 -
CS/PVA/ECH UV 2122 8.1
4080 -

----- Los planos de difraccion de los picos cristalinos podrian ser indexados tomando como referencia los planos y
picos del CS o PVA, sin embargo, al tratarse de membranas entrecruzadas su estructura polimérica difiere del de
una simple mezcla, por lo que hace falta un analisis mas minucioso para determinar su estructura cristalina y
planos de difraccion. Cabe destacar que hasta el momento estos no han sido reportados en la literatura.
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3.6 Caracterizacion mecanica

Todas las membranas ensayadas se hidrataron previamente con PBS (pH= 7.4)
y se mantuvieron a 37 °‘C, con la finalidad de caracterizarlas bajo condiciones
similares a las que estaran sometidas durante el cultivo in vitro e in vivo.

Como se discutié anteriormente, el hinchamiento estd intimamente relacionado
con las propiedades mecanicas y estructurales de los hidrogeles; por lo tanto, su
comportamiento elastico es altamente dependiente de la cantidad de liquido que
pueden absorber [23, 35, 87]. En estado hidratado, la mayoria de los hidrogeles se
comportan como elastémeros; lo cual significa que su comportamiento mecanico es
no lineal y depende altamente de la arquitectura de su red polimérica [23, 31, 131].

En la Figura 3.12, se muestra la respuesta mecanica bajo tension uniaxial de las
tres muestras mas representativas de cada grupo de hidrogeles ensayado
(CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV). Los resultados fueron graficados como curvas de

esfuerzo en funcién de la razén de elongacién, o vs. /1—/1—12 , de acuerdo a lo
desarrollado en la seccidn 2.4.

Las curvas obtenidas revelan que el comportamiento mecanico de los hidrogeles
no es exactamente el mismo, incluso para muestras pertenecientes al mismo grupo.
Lo cual, puede ser debido a: variaciones durante la sintesis de los lotes que
conforman un mismo grupo de hidrogeles (i.e. afadir mas/menos disolucién de CS o
PVA a un lote, cambios en la temperatura durante la preparacion de las disoluciones,
tiempo de reaccién, pH de las disoluciones, etc.); alteraciones en el mecanismo de la
reaccion de entrecruzamiento con ECH (escision de las cadenas y/o sustituciones
nucleofilicas dobles); cambios en el pH del PBS empleado para el hinchamiento de
las muestras, o incluso debido a una posible anisotropia mecanica de los materiales.

No obstante, esta Uultima opcidbn queda descartada. Esto debido a que
recientemente se ha logrado un control mas estricto sobre la sintesis de los
hidrogeles y los nuevos materiales no presentan esta disparidad en su
comportamiento mecanico. Por lo tanto, la inconsistencia de los hidrogeles
ensayados en este trabajo de tesis (CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV), unicamente

se atribuye a variaciones durante la sintesis de las membranas.
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Debido a que algunas muestras se fracturan a partir de 1 — 172 = 0.06 y con la
finalidad de incluir a todas las muestras dentro del estudio, el andlisis mecanico de
ambos grupos de hidrogeles se llevd a cabo en la regidn comprendida entre
0.01- 0.05 en el eje de la razdén de elongacion (1 — A72) (Figura 3.12). De este
modo, la pendiente de la curva en dicha regién es considerada como un médulo de
corte equivalente (G ¢1-0.05)-

A partir de Gy 1-00s, €l modulo elastico (E) de los hidrogeles de CS/PVA/ECH vy
CS/PVA/IECH UV puede ser conocido mediante la expresion (37), E = 3G,
determinada en la seccion 2.4. Asi, el modulo de elasticidad promedio para los
hidrogeles de CS/PVA/ECH fue de 9 £ 1 MPa, mientras que los hidrogeles de
CS/PVA/ECH UV mostraron un modulo elastico ligeramente mayor, siendo éste de
11.5 + 2 MPa.

1.0 T T T T T T T T T T T T T T T
- CS-PVA-ECHmuestra 1
@ CS-PVA-ECHmuestra 2
—&— CS-PVA-ECHmuestra 3 ruptura
0.8F | = CS-PVA-ECHUV muestra 1 l g
—— CS-PVA-ECHUV muestra 2 "
AV
—~  CS-PVA-ECHUV muestra 3 R
—_~
o
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N
—
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2 : region del :
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Figura 3.12: Curvas de esfuerzo como funcién de la razén de elongacion de los hidrogeles de CS/PVA/ECH y
CS/PVA/ECH UV. Ambos grupos de muestras presentan un comportamiento no lineal.
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La diferencia del modulo elastico entre ambos grupos de hidrogeles es atribuida
al fotoentrecruzamiento que sufren las membranas de CS/PVA/ECH UV durante su
esterilizacion, formando de este modo una red polimérica que opone mayor
resistencia a ser deformada. Este incremento en el entrecruzamiento es determinado
cuantitativamente mas adelante, cuando se estudien los parametros estructurales de
la red. En la Figura 3.13, se compara el moédulo elastico de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV con el de hidrogeles hechos a base de CS, PVA y
CS/PVA, reportados en la literatura [25, 31, 132, 133].

La principal desventaja de los polimeros naturales es que generalmente
presentan variaciones significativas en sus propiedades mecanicas, siendo éstas la
mayoria de las veces, menores a las propiedades presentadas por los polimeros
sintéticos [62, 63]. Al observar la Figura 3.13 es posible percatarse que lo anterior se
cumple para los hidrogeles de CS y PVA, cuyo valor de E reportado en la literatura
es de 6.15 £ 4.9 MPa y 49.5 + 3.2 MPa, respectivamente [132, 133].

50

40

[45]
o
T

Méodulo elastico (MPa)

10

0

Ccs PVA CS/PVA CS/PVA/ECH CS/PVA/ECHUV

Figura 3.13: Grafica comparativa de los mddulos elasticos de hidrogeles de cs! 133], PVAmZ], CS/PVAR* 25 3”,
CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV.
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De acuerdo con los resultados de Bahrami et. al. [31] y Costa-Junior et al [24,
25], los hidrogeles de CS/PVA presentan un moédulo elastico de ~17 MPa, el cual, es
mayor al reportado para hidrogeles de CS puro. De esta forma, el mezclarlo con un
polimero sintético (PVA) contribuye a incrementar su E.

En la Figura 3.13 se observa que el mdédulo de elasticidad promedio para los
hidrogeles entrecruzados (CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV) es inferior al de la
mezcla CS/PVA; no obstante, presentan un modulo mayor al del polisacarido por si
solo. Anteriormente, se ha dejado claro que el entrecruzamiento de la red polimérica
es usado para obtener un polimero mas estable en presencia de un disolvente; esto
es, cuando las membranas requieren estar hidratadas debido a su aplicacién
(membranas de filtracién, andamios celulares, limpieza de aguas residuales, entre
otros). Asi, a pesar de que el hidrogel de CS/PVA exhibe mejores propiedades
mecanicas, su principal desventaja es que esta membrana tendera a disolverse mas
facilmente.

De acuerdo con Li et. al. [132], el entrecruzamiento del CS a partir de cierta
cantidad de agente entrecruzante, puede interferir en la formacion de puentes de
hidrogeno y reducir su cristalinidad. Como resultado de esto, Mi et. al. [67] y
Bispo et. al. [32] observaron una disminucién en la resistencia Ultima a la tension'®
(UTS, por sus siglas en inglés) de las membranas de CS entrecruzadas
quimicamente con relativamente altas concentraciones ( > 0.5 mM) de glutaraldehido
0 genipin.

En los hidrogeles de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV, también se observd una
disminucién en la UTS y en E, respecto a los hidrogeles de CS/PVA. Esto se atribuye
a la perdida de cristalinidad a causa del entrecruzamiento con ECH y luz UV, tal
como quedo evidenciado en los resultados de difraccidn de rayos X.

Debido a que la respuesta mecanica de los hidrogeles estda fuertemente
relacionada con su hinchamiento, un incremento en el grado de entrecruzamiento
implica un decremento en su indice de hinchamiento. De este modo, la red

polimérica no es capaz de absorber el mismo volumen de liquido si la movilidad de

18, . .. .
Maximo esfuerzo de tension que el material es capaz de soportar y tras el cual ocurre la fractura.
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sus cadenas se ha visto reducida y como resultado de ello, los hidrogeles se vuelven
menos flexibles e incrementan sus propiedades mecanicas (E y UTS). Tal como
sucedié con las membranas de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV, en donde, las
primera presentaron el mayor porcentaje de hinchamiento al equilibrio (Q.) pero
menores propiedades mecanicas respecto a las membranas sometidas a
radiacion UV (Tabla Il).

La tendencia de estos resultados concuerda con el comportamiento presentado
por otros hidrogeles [24, 35, 81, 134-136].

Tabla Il. Relacién entre las propiedades mecanicas y el indice de hinchamiento al equilibrio de las membranas de
CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV.

) Q.° E® uTs®
Hidrogel (%)  (MPa) (MPa)
CS/PVA/ECH 156 941 0.3+0.1

CS/PVA/ECH UV 148 1152 0.4+0.15

¥ Qe representa el indice de hinchamiento al equilibrio, ® E el modulo elastico de los hidrogeles y ¢ UTS es la
resistencia ultima a la tensién.

De acuerdo con los estudios realizados por Park et al [80, 81], el cartilago
auricular humano presenta un moédulo elastico (E) de 5.11 - 12.2 MPa y una
resistencia a la tension ultima (UTS) de 2.18 - 8.8 MPa. Conforme a los resultados
obtenidos de las pruebas de tensidén uniaxial, mostrados en la Tabla Il, tanto los
hidrogeles de CS/PVA/ECH como los de CS/PVA/ECH UV cumplen con el valor de
E; sin embargo, quedan por debajo de la UTS requerida. No obstante, los hidrogeles
de CS/PVA/ECH UV pueden ser una alternativa viable como substitutos de este
tejido. Esto, debido a que brindan un soporte mecanico inicial similar al del cartilago
elastico nativo y su valor de UTS puede incrementarse una vez que se formen los
constructos y los condrocitos adheridos a la superficie del material comiencen a
sintetizar fibras colagena y elastina en su MEC.

Como trabajo a futuro, se propone realizar la caracterizacibn mecanica de los

constructos, una vez concluido su periodo de cultivo in vitro. Ello con la finalidad de
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determinar los posibles cambios en las propiedades mecanicas iniciales de los
andamios (membranas de CS/PVA/ECH UV) y la contribucion de la MEC a la
resistencia mecanica del nuevo cartilago.

Es importante resaltar que la mayoria de las investigaciones en donde se
estudian materiales que pretenden ser empleados como andamios celulares para la
sustituciéon de algun tejido (piel, hueso, cartilago, ligamento, etc.), dificiimente se
lleva a cabo una comparacion cuantitativa con las propiedades mecanicas del tejido
nativo a sustituir. En algunas ocasiones, el andlisis y la comparacion de sus
propiedades mecanicas se hace basandose Unicamente en las propiedades de los
mismos materiales cuando se alteran parametros como: el peso molecular, la
composicién, el disolvente, el agente entrecruzante, entre otros; dejando totalmente

de lado si se cumple o no con los requerimientos de la aplicacion deseada.

3.7 Propiedades estructurales

Como se ha evidenciado anteriormente, el proceso de esterilizacién por radiacion
UV produce una contribucion al entrecruzamiento de la red polimérica. De tal forma
que si ésta se suma al entrecruzamiento quimico debido a la ECH, los polimeros
radiados deberan presentar una densidad de entrecruzamiento mayor a las muestras
de referencia (CS/PVA/ECH). Ademas, dicho incremento en la densidad de
entrecruzamiento conlleva cambios en los pardametros estructurales de los
hidrogeles.

De acuerdo con la teoria elastica de los elastdmeros, presentada en las
secciones 2.4 y 2.5.2, es posible determinar los parametros que describen la
estructura de la red si se conoce el médulo de corte de los hidrogeles (G) y la
concentracién (c) de los polimeros en la disolucién entrecruzada.

Debido a la falta de reproducibilidad en el comportamiento mecanico de los
hidrogeles (evidenciado en la seccion anterior), los resultados presentados en esta
seccion muestran el comportamiento de 3 muestras significativas por cada grupo de
hidrogeles ensayado (CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV). El promedio y la desviacion
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estandar de cada grupo (cuadro rosa y circulo azul con barras de error) también fue
determinado y graficado dentro de la misma figura.

El efecto de la radiacion UV sobre la estructura de la red polimérica de los
hidrogeles de CS/PVA/ECH se presenta en |la Tabla lll.

Tabla lll. Propiedades estructurales de los hidrogeles de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV.

f P ca Iwcrlb DNc d
Hidrogel (mol-m™) (g-mol™) (nm) Vs
CS/PVA/ECH 1241.23 £ 187 39.08 £ 5.8 1.37 £0.07 0.64 +£0.01
CS/PVA/ECH UV 1556.21 £ 343 31.71+6.8 1.27 £0.09 0.68 =0.01

%p. se refiere a la densidad de entrecruzamiento, me representa el peso molecular entre puntos de
entrecruzamiento, °Dy es el tamafio de malla de la red polimérica y dvs es la fracciéon volumétrica del polimero en
el hidrogel hinchado hasta su equilibrio.

Los hidrogeles radiados con UV mostraron una densidad de entrecruzamiento
(¢ .) de 1556.21 + 343 mol m™, lo que significd un incremento de alrededor del 25%
respecto a los hidrogeles de CS/PVA/ECH no radiados (1241.23 + 187 mol m-%). Por
otro lado, el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento (M,;) y el tamafno de
malla (Dy) disminuyeron con el incremento en la densidad de entrecruzamiento;
mientras que la fraccién volumétrica del polimero en el hidrogel hinchado hasta su
equilibrio (v,) se incremento (Tabla Ill).

De acuerdo con lo reportado por Mathews et. al. [23] y D Errico et. al. [110], el
incremento en la densidad de entrecruzamiento se debe a que los monédmeros que
anteriormente formaban parte de una cadena polimérica se unen covalentemente a
otros monomeros, generando nuevos puntos de unidn entre ellas (puntos de
entrecruzamiento) y conformando nuevas cadenas. Ademas, debido a que las
nuevas cadenas que ahora integran la red estdn conformadas por menos
monomeros, estas son mas cortas y de menor peso molecular, por lo cual su Dy y
M,,, también es menor.

La relacion entre el M., y el Dy de los hidrogeles de CS/PVA/ECH vy
CS/PVA/ECH UV se presenta en la Figura 3.14.
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Figura 3.14: My como funcién de Dy para los hidrogeles de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV. Los cuadros
magenta representan a las muestras de CS/PVA/ECH UV y los circulos azul rey a las de CS/PVA/ECH. El cuadro
rosa y el circulo azul cielo con las barras de error corresponden al promedio de las muestras de CS/PVA/ECH UV

y CS/PVA/ECH, respectivamente. Todas las muestras siguen una tendencia exponencial y su promedio cae
dentro del ajuste realizado.

De acuerdo con esta grafica, las muestras de ambos hidrogeles siguen una
tendencia exponencial, de tal manera que a medida que el Dy se incrementa el M_,,
crece exponencialmente. Como ya se habia discutido anteriormente, los hidrogeles
sometidos al entrecruzamiento adicional con luz UV son los que presentan el menor
tamafo de malla y peso molecular entre puntos de entrecruzamiento (Dy y M.,
respectivamente). Es importante notar que el promedio de las muestras estudiadas
(Figura 3.14, cuadro rosa y circulo azul cielo con barras de error ) cae dentro del
ajuste realizado, por lo que a pesar de la falta de reproducibilidad en el
comportamiento mecanico de las muestras, los parametros estructurales de cada
grupo de hidrogeles pueden ser bien descritos por el promedio de sus componentes.

Conforme a los resultados presentados en la Tabla Ill, el incremento en la
densidad de entrecruzamiento produce un aumento en v, lo cual se asocia a una

menor capacidad de absorcidon. Lo anterior se debe principalmente a dos factores:
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1) una red con mayor densidad de entrecruzamiento tiene menos espacio disponible
para ser ocupado por el agua debido al decremento de Dy y 2) al limitar la movilidad
de las cadenas se aumenta la fuerza elastica que se opone al hinchamiento.

Esta perdida en la capacidad de absorcién de los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV
ya habia sido evidenciada durante las pruebas de hinchamiento (seccion 3.2) y era
atribuida a un entrecruzamiento adicional de la red debido al proceso de
esterilizacion, lo cual, queda finalmente comprobado en esta seccion.

De este modo, el indice de hinchamiento esta fuertemente relacionado con la
estructura del hidrogel. De acuerdo con Liu et. al. [113] un alto indice de
hinchamiento al equilibrio (Q.) se asocia a un tamafo de malla grande (Dy) y por
ende a un alto M_,,. Asi, los hidrogeles de CS/PVA/ECH que presentaron un indice
de hinchamiento de 156% tienen un Dy y un M., mayor al de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH UV que solo alcanzaron el 148% de hinchamiento al equilibrio.
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Figura 3.15: Médulo elastico como funcion del peso molecular entre puntos de entrecruzamiento (M.,) de las muestras
de CS/PVA/ECH (puntos azul rey) y CS/PVA/ECH UV (cuadros magenta). Para ambos hidrogeles, conforme el M.,
incrementa, el modulo elastico disminuye exponencialmente. El cuadro rosa y el circulo azul cielo con las barras de error
corresponden al promedio de las muestras de CS/PVA/ECH UV y CS/PVA/ECH, respectivamente. El promedio de las
muestras ensayadas cae dentro del ajuste de los datos experimentales.
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Por otro lado, el comportamiento mecanico de los hidrogeles también puede ser
descrito en términos de la estructura de la red polimérica aplicando teorias que
involucren parametros estructurales como el numero de cadenas elasticamente
activas y el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento [58]. Por lo tanto,
entender la estructura de su red, es extremadamente importante para obtener
informacion acerca de sus propiedades mecanicas.

La Figura 3.15 muestra la relacién entre el mddulo elastico y el peso molecular
entre puntos de entrecruzamiento. De esta manera, para los hidrogeles estudiados
en este trabajo de tesis, al incrementarse el M,,;, el valor del médulo elastico (E)
decrece exponencialmente. Como el tamafio de malla depende directamente del
peso molecular entre puntos de entrecruzamiento (Figura 3.14), el moédulo elastico
también se vera influenciado por este parametro. Asi, conforme el D, crece, el

modulo elastico disminuye exponencialmente (Figura 3.16).
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Figura 3.16: Mddulo elastico como funcidn del tamafio de malla (Dy) de los hidrogeles de CS/PVA/ECH (puntos
azul rey) y CS/PVA/ECH UV (cuadros magenta). Conforme el Dy incrementa, el médulo elastico disminuye
exponencialmente. El cuadro rosa y el circulo azul cielo con las barras de error corresponden al promedio de las
muestras de CS/PVA/ECH UV y CS/PVA/ECH, respectivamente.
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Por lo tanto, a menor ¢ .: mayor M., mayor Dy y menor E; mientras que, a
mayor ¢ .: menor M_,;, menor Dy y mayor E.

Conforme a estos resultados es posible inferir que el mdédulo elastico de los
hidrogeles de CS/PVA/ECH y CS/PVA/ECH UV se rige por la estructura de la red
polimérica, o de manera similar, por el peso molecular entre puntos de
entrecruzamiento (M,,;), la densidad de entrecruzamiento (¢ .) y el tamafo de

malla (Dy ).

3.8 Adhesion y viabilidad celular sobre los andamios

Debido a que las propiedades del material incluyendo su composicion, indice de
hinchamiento, carga superficial, porosidad, rugosidad y médulo elastico, pueden
influenciar la respuesta celular, entender la interaccion in vitro célula-hidrogel es un
primer paso para predecir la viabilidad de las membranas que pretenden ser usadas
en la regeneracion de tejidos [18].

La proliferacion y diferenciacion de las células sobre el andamio estaran
influenciadas por la adhesion y diseminacion celular durante la primer fase de cultivo
de los constructos [17, 26]. De esta forma, la adhesién celular constituye uno de los
prerrequisitos para evaluar la biocompatibilidad de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH UV.

La adhesion y morfologia de las células en contacto con los andamios celulares
(constructos) se evalu6 mediante microscopia electronica de barrido ambiental
(ESEM). Tras 10 dias de cultivo in vitro, las membranas de CS/PVA/ECH UV sin
células (muestras de control) presentaron una superficie lisa y sin indicios de erosién
(Figura 3.17 A); mientras que los constructos (membranas de CS/PVA/ECH UV con
células) mostraron adhesion y diseminacion de los condrocitos sembrados sobre su
superficie (Figura 3.17 B-D).
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Figura 3.17: Superficie de los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV tras 10 dias de cultivo in vitro. A) Superficie del
hidrogel de CS/PVA/ECH UV sin células (muestra de control). B)Distribucién de las células sobre la superficie del
hidrogel. C)Condrocitos adheridos al andamio celular y organizados en grupos iségenos. D) Condrocitos
adheridos al hidrogel y embebidos en la matriz extracelular (MEC) sintetizada por ellos mismos.

En la Figura 3.17 B es posible apreciar que después de los 10 dias de cultivo
bajo condiciones in vitro, las células aun no cubren la totalidad de la superficie de la
membrana, por lo cual, no se cuenta con un constructo confluente y los condrocitos
tienen la posibilidad de seguir replicandose y migrando hacia las zonas despobladas.
Ademas se observaron algunos cumulos de células, los cuales, muy probablemente
se generaron desde el proceso de tripsinizacién de los cultivos primarios, en donde
se formé un pellet celular que no pudo ser disgregado.

De acuerdo con McKenzie et. al. [137] la morfologia de las células puede
proporcionar evidencia de su grado de compatibilidad con el material. De esta forma,
un indicador de que una célula interactua bien con el material empleado como

andamio, es la rapidez con la que se extiende sobre la superficie y pierde la forma
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esférica que asumidé mientras se encontraba en medio acuoso (suspensiéon celular).
En la Figura 3.17 C se observa que los condrocitos adheridos a la superficie del
hidrogel adquirieron una morfologia fusiforme, dejando de lado la forma poligonal que
presentaban cuando fueron sembrados. Asimismo se encontré que las células
comenzaron a sintetizar matriz extracelular (MEC) y a organizarse en pequefos
grupos denominados grupos is6genos o nidos celulares (Figura 3.17 C),
caracteristicos del cartilago en crecimiento [138].

La sintesis de MEC por parte de los condrocitos es un indicativo mas de su
adhesion a los hidrogeles, ya que es sabido que las células dependen de su
adhesion a un sustrato para su crecimiento, proliferacion y sintesis de MEC [124]. La
Figura 3.17 D muestra la MEC sintetizada sobre la superficie del hidrogel y la
presencia de condrocitos embebidos en ella.

Una vez comprobada la adhesién celular sobre los hidrogeles de
CS/PVA/ECH UV, la viabilidad de los condrocitos a los 10 dias de cultivo in vitro se
evalu6 mediante pruebas con calceina-AM y homodimero de etidio. La viabilidad
celular indica de manera directa la proporcién de células vivas que hay, en relacién
con el numero total de células que encontramos sobre la superficie de los hidrogeles
empleados como andamios celulares.

La determinacion de la viabilidad celular depende de las propiedades fisicas y
bioquimicas que las células presentan cuando se encuentran adheridas al andamio.
El homodimero de etidio emite fluorescencia roja cuando reacciona con los acidos
nucleicos de las células que tienen dafiada su membrana plasmatica (células
muertas). Por otro lado, el derivado acetometoxi de la calceina (calceina-AM) es
permeable a la membrana celular de las células vivas y una vez dentro de ellas, las
esterasas intracelulares eliminan el grupo AM y la calceina emite fluorescencia
verde [124]. Como las células muertas carecen de esterasas activas, solo las células
vivas presentan esta propiedad.

En la Figura 3.18 se muestra la monocapa de condrocitos formada sobre la
superficie de los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV tras 10 dias de cultivo in vitro, en
ella se pueden apreciar a las células vivas emitiendo fluorescencia verde, mientras

que las células muertas emiten fluorescencia en rojo.
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Figura 3.18: Micrografia fluorescente de los constructos sometidos a la prueba de viabilidad celular mediante
calceina-AM y homodimero de etidio tras 10 dias de cultivo in vitro. Se observan en verde los condrocitos
auriculares vivos y en rojo los muertos. Alrededor del >99% de las células sobre el hidrogel de CS/PVA/ECH UV
se encuentran vivas.

El porcentaje de viabilidad sobre los hidrogeles se obtuvo comparando la
cantidad de células vivas en relacién con la cantidad de células muertas, siendo la
viabilidad superior al 99%.

Conforme a los resultados de ESEM vy viabilidad celular, es posible estipular que
las membranas de CS/PVA/ECH UV proveen un ambiente 6ptimo para la adhesion,

diseminacioén y viabilidad celular en el cultivo de condrocitos auriculares.

3.9 Prueba de citotoxicidad

Para determinar el posible efecto citotdxico de los hidrogeles de
CS/PVA/ECH UV sobre los condrocitos sembrados en él, se realizaron pruebas de
MTT. La prueba de MTT, indica el estado del metabolismo de las células mediante el
cambio de color de las sales de tetrazolio al ser reducidas a formazan cuando son
incubadas con células viables [139]. Asi, el ensayo Unicamente detecta células vivas

y la intensidad de la sefal generada depende de su grado de activacion. En otras
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palabras, la absorbancia del formazan producido refleja el nivel de metabolismo
celular como funcién del tiempo de cultivo de las células sobre un sustrato.

En la Figura 3.19, se muestra la grafica correspondiente a la absorbancia a
620 nm del formazan producido por los condrocitos en los constructos, por el control
positivo (condrocitos en pozo de cultivo) y por el control negativo (hidrogeles de
CS/PVA/ECH UV) durante los primeros 10 dias de cultivo in vitro.

Los resultados muestran que con el transcurso de los dias hay un incremento
gradual en la absorbancia tanto de los constructos como de los condrocitos en el
pozo de cultivo. Este incremento en la absorbancia se debe a una mayor produccion
de formazan como resultado de la proliferacion de los condrocitos. De esta manera,
un incremento en la absorbancia hace referencia a un incremento en la actividad
metabdlica y por lo tanto indirectamente sefiala un incremento en la viabilidad celular
[124].

0.8F | @O CS/PVA/ECH UV (control negativo)
O Constructos (CS/PVA/ECH UV + condrocitos)
O Condrocitos (control positivo)
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Figura 3.19: Absorbancia en funcién de la citotoxicidad durante los primeros 10 dias de cultivo in vitro. En esta
figura las barras azules representan a los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV sin células (control negativo); las
barras amarillas a los condrocitos sobre las cajas de poliestireno (control positivo) y las barras verdes
corresponden a los constructos formados con membranas de CS/PVA/ECH UV y condrocitos.
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A pesar de que a partir del segundo dia hay una diferencia mayor entre la
absorbancia de los constructos y la absorbancia del control positivo, ambos siguen la
misma tendencia durante todo el periodo de cultivo.

Asi, debido a que la absorbancia de los constructos incrementa a lo largo de toda
la prueba, es posible establecer que no existe un efecto citotdéxico durante los
primeros 10 dias de cultivo in vitro, por lo cual, los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV
pueden ser considerados potencialmente como andamios celulares en la
regeneracion de tejidos, concretamente, para su uso en la regeneracion de cartilago
elastico auricular.

Otro parametro que puede ser determinado mediante las pruebas de
citotoxicidad, es la evaluacién del estado de proliferacion celular, es decir, la
capacidad de las células para dividirse y propagarse [124]. El conocimiento de este
parametro es importante debido a que los biomateriales que pretendan ser usados
para aplicaciones en ingenieria de tejidos, no solamente deben ser citocompatibles y
servir como apoyo en la adhesion celular, si no que también deberan promover la
proliferacion de las células adheridas a ellos [101].

El método mas directo para obtener informacion acerca de la proliferacion
consiste en cuantificar el nUmero de células presentes sobre el sustrato. Asi, con la
finalidad de obtener una ecuacién que relacione de manera directa la absorbancia
leida por el espectrofotdbmetro con el numero de células viables presentes (i.e.
células capaces de sintetizar formazan), se realizd la calibracion del
espectrofotometro respecto a un numero conocido de células.

En la Figura 3.20 se muestra la grafica que se obtuvo durante la calibracién del
espectrofotometro Beckman Coulter empleado en las pruebas de MTT. A partir de los
datos experimentales registrados (Figura 3.20, puntos) se realizé un ajuste en el
software Mathematica para obtener el modelo que mejor describa la relacién entre el
numero de células presentes y la absorbancia de formazan a 620 nm. De esta
manera, la funciéon logaritmica y = —1.356+40.176 logx (Figura 3.20, linea
intermitente) describe la dependencia de la absorbancia leida por el equipo respecto

al numero de células viables presentes en el cultivo.
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Figura 3.20: Calibracion del espectrofotometro respecto a un numero de células conocido. Los puntos
corresponden a los datos experimentales y la linea discontinua al ajuste matematico que describe la relacion
entre la absorbancia leida y el nimero de células viables.

Al aplicar la funcion logaritmica sobre los resultados de las pruebas de MTT
(Figura 3.19), es posible generar un grafico de proliferacién celular como el mostrado
en la Figura 3.21.

Como se puede observar en la grafica (Figura 3.21), la proliferacién celular de los
condrocitos pertenecientes al grupo control es mayor a la de los condrocitos
adheridos a los constructos; sin embargo, este resultado era de esperarse pues a
diferencia de los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV usados como andamios, los pozos
de cultivo sobre los cuales se encuentran los condrocitos del grupo control presentan
un tratamiento de fabrica para promover la adhesidén y proliferacidon celular. No
obstante este resultado, los constructos siguen la misma tendencia de proliferacién
que el grupo control.

De acuerdo con el andlisis realizado, los condrocitos presentes en los
constructos se replican de manera exponencial conforme el tiempo de cultivo

incrementa (Figura 3.21, linea discontinua). Dicho comportamiento coincide con el
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reportado en la literatura para cultivos celulares en proliferacion [140, 141]. Siguiendo
este comportamiento, los constructos presentan una fase de latencia, una fase de
aceleraciéon y una fase de crecimiento exponencial.

En la fase de latencia, los condrocitos recién sembrados sobre las membranas
de CS/PVA/ECH UV se encuentran en un periodo de adaptacién al nuevo sustrato,
por lo cual su proliferacibn no comienza de inmediato y el numero de células se
mantiene practicamente constante. En esta fase, no hay gran actividad metabdlica y
las células unicamente sintetizan las enzimas y las moléculas necesarias para
adherirse a los hidrogeles y comenzar a replicarse. En nuestras membranas dicha
fase tuvo una duracién de dos dias (Figura 3.21). La duracién de la fase de latencia
puede corroborarse con el grafico de MTT (Figura 3.19), ya que los dias 1y 2 no

muestran un incremento significativo en absorbancia.
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Figura 3.21: Grafica de proliferacion celular de los constructos (cuadrados) y de los controles negativos y

positivos (circulos y triangulos, respectivamente) ensayados. Asimismo se sefialan las fases de latencia,
aceleracion y crecimiento exponencial que siguen los constructos durante su proliferacion (cuadrados).

93



RESULTADOS Y DISCUSION

Posterior al periodo de latencia, los constructos presentaron una fase de
aceleracién (dias 2 - 6 de cultivo in vitro) durante la cual los condrocitos mejor
adaptados comenzaron a replicarse lentamente (Figura 3.21).

En los dias 8 y 10 de cultivo in vitro, los constructos presentan la fase de
crecimiento exponencial, la cual, como se puede apreciar en la Figura 3.21, se
caracteriza por un marcado incremento en el numero de células; dicho incremento es
de alrededor del doble del numero de células presentes al final de la fase de
aceleracion [141]. Como se puede observar en la Figura 3.19, la actividad metabdlica
en los dias 8 y 10 es maxima como resultados de la aceleracion en la proliferacién
celular.

Es importante resaltar que la proliferacién de los condrocitos del control positivo
(Figura 3.21, triangulos) unicamente presenta dos fases de crecimiento: la fase de
aceleraciéon (dia 1) y la de crecimiento exponencial (dias 2 - 10). La ausencia de la
fase de latencia en este grupo se debe a que los pozos de cultivo empleados
cuentan con un tratamiento para promover la adhesién y proliferacion celular, por lo
cual, los condrocitos no necesitan sintetizar en un principio las moléculas y enzimas
para adherirse al sustrato, pudiendo comenzar a proliferar de forma practicamente
inmediata.

En la Figura 3.22 se muestra la grafica correspondiente a la velocidad de
proliferacion celular de los constructos y de los grupos de control (positivo y negativo)
durante el periodo de cultivo in vitro.

En esta grafica, también es posible identificar las fases del crecimiento celular
presentadas por los constructos: la caida en la velocidad de proliferacion
corresponde a la fase de adaptacién celular; el ligero incremento en la velocidad de
crecimiento celular (~400 células/dia) se asocia a la fase de aceleraciéon y finalmente
la fase de crecimiento exponencial corresponde al periodo en el que la velocidad de
crecimiento es maxima (~3000 células/dia).

Conforme a los resultados obtenidos en esta seccidn, es posible asegurar la
viabilidad y la proliferacion de los condrocitos sobre los hidrogeles de CS/PVA/ECH,

por lo cual la citotoxicidad de los materiales queda descartada.
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Figura 3.22: Velocidad de proliferacién celular de los constructos (cuadrados) y de los controles negativos y

positivos (circulos y triangulos, respectivamente) ensayados. Las fases de proliferacién que presentan los
constructos (fase de latencia, fase de aceleracion y fase de crecimiento exponencial) son sefialadas.

Los resultados de MTT refuerzan los obtenidos por '"H RMN, en los cuales no se
encontraron trazas de ECH en las membranas. Lo anterior indica que la ECH,
reaccion6é por completo con las cadenas poliméricas de CS y PVA y por lo tanto
cualquier posibilidad de liberacion de ECH durante el cultivo celular quedd
descartado. Asi, siguiendo nuestra metodologia, el uso de ECH como agente
entrecruzante es inofensivo para las células en cultivo.

Todos los resultados obtenidos durante la caracterizacién bioldgica de los
hidrogeles de CS/PVA/ECH UV, demuestran que los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV
pueden ser considerados para su uso potencial como andamios celulares en la

regeneracion de cartilago elastico.

95



CONCLUSIONES

CAPITULO 4

CONCLUSIONES

En este estudio, fue posible medir y calcular las propiedades mecanicas y
estructurales de los hidrogeles de CS/PVA/ECH usando la metodologia aqui
propuesta. Mediante la combinacién de teorias ya establecidas como la teoria de los
elastomeros, la termodinamica clasica y la teoria de la red polimérica se realizd la
caracterizacion estructural de los hidrogeles usando una simple prueba de tensién
uniaxial.

Las propiedades mecanicas, como la razén de elongacién y el modulo elastico,
presentan una alta dependencia de la estructura microscopica de la red polimérica; la
cual, es definida por el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento, el tamafio
de malla y la fraccién volumétrica del polimero hinchado hasta su equilibrio. El
modulo elastico promedio para los hidrogeles de CS/PVA/ECH fue de 9 + 1 MPa,
mientras que los hidrogeles de CS/PVA/ECH UV mostraron un pequefio incremento
en esta propiedad (11.5 + 2 MPa). Los hidrogeles de CS/PVA/ECH (con y sin UV)
presentan un modulo elastico similar al reportado para el cartilago auricular humano
(5.11-12.2 MPa).

El proceso de esterilizacion de los hidrogeles mediante radiacion UV propicié un
entrecruzamiento adicional en la red polimérica de los materiales. Dicho
entrecruzamiento generd ligeras diferencias en las propiedades fisicoquimicas,
mecanicas y estructurales de los hidrogeles. Respecto a las membranas de
CS/PVA/ECH sin esterilizar, las membranas esterilizadas (CS/PVA/ECH UV)
presentaron: menor porcentaje de hinchamiento al equilibrio (148 % vs. 156%),
menor porcentaje de cristalinidad (8.1 % vs. 8.7%), mayor médulo elastico (11.5 MPa
vs. 9 MPa), menor M., (31.71 g mol” vs. 39.08 g mol") y mayor densidad de
entrecruzamiento (1556.21 mol m™ vs. 1241.23 mol m™).

A partir de los resultados de las pruebas biolégicas, fue posible probar la

biocompatibilidad de los hidrogeles. Asi, la citotoxicidad de los materiales se descarté
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a través de la prueba de MTT; mediante ESEM se comprobé la adhesion celular y
usando calceina-AM y homodimero de etidio se determiné la viabilidad de las células
adheridas a los hidrogeles. Adicionalmente, los resultados de MTT permitieron
determinar la velocidad de proliferacion celular de los condrocitos sembrados sobre
las membranas. De este modo, los condrocitos presentaron todas las fases de
crecimiento celular caracteristicas de los tejidos en crecimiento (fase de latencia,
fase de aceleracion y fase de crecimiento exponencial).

En resumen, las membranas de CS/PVA/ECH tienen un gran potencial para
aplicaciones en ingenieria de tejidos, siendo una de las principales su empleo como
andamio celular en la regeneracion de cartilago elastico para la reconstrucciéon del
pabellén auricular micrético.

Finalmente, como trabajo a futuro se propone estudiar los hidrogeles de
CS/PVA/ECH mediante '"H RMN y "C RMN (resonancia magnética nuclear de
protones y de carbono, respectivamente) con la finalidad de corroborar la estructura
molecular propuesta para la red polimérica, a través de la correlacibn homonuclear y
heteronuclear de los espectros de resonancia que se obtengan.

Ademas, seria interesante realizar la caracterizacion mecanica de los constructos
una vez concluido el periodo de cultivo in vitro. Ello con el propésito de determinar los
posibles cambios en las propiedades mecanicas iniciales de los andamios y la
contribucién de la MEC sintetizada por las células a la resistencia mecanica del

nuevo cartilago.
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