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Resumen

La ingenieria de tejidos tiene como principal funcidn el generar sustitutos de tejidos
para el tratamiento de tejidos dafiados u 6rganos, teniendo aplicaciones en diversos
tejidos como el cutaneo, 6seo, cartilaginosos, tendén/ligamento o tejidos
cardiovasculares. Para el tratamiento de los diversos tejidos se ha hecho uso de los
andamios que corresponden a estructuras tridimensionales o hidrogeles méviles que
cumplen con la finalidad de brindar un soporte fisico para el desarrollo de los tejidos.
El presente trabajo tuvo como finalidad fabricar andamios con polimeros de
policaprolactona (PCL) y quitosano mediante la técnica de electrohilado y su
caracterizacion. La caracterizacion de los andamios se realiz6 mediante microscopia
de barrido electrdnico y posteriormente se realizé un cultivo celular de células HEK
293T por 24 horas sobre los andamios de quitosano y PCL. La sintesis de las
nanofibras de quitosano se realizé en conjunto con el polimero de alcohol polivinilico
(PVA). Los resultados indicaron que se generé nanofibras uniforme libre de grumos
con una concentracion de quitosano 3 % p/vy PVA 7 % p/v en proporcion 1:3
respectivamente mientras que las nanofibras de PCL se generaron con una solucion al
10 % p/v. Los andamios de quitosano/PVA presentaron un didmetro promedio de
123.9 nm mientras que los andamios de PCL un diametro promedio mayor de 1231.6
nm. Finalmente se obtuvo una adherencia celular mayor sobre los andamios de
quitosano debido a su nanofibras de menor didmetro y caracter hidrofilico en

comparacion a la adherencia celular sobre los andamios de PCL.

Palabras clave:

e ELECTROHILADO
e BEADS

e ADHERENCIA CELULAR
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Abstract

The main function of tissue engineering is to generate tissue substitutes for the
treatment of damaged tissues or organs, with applications in various tissues such as
skin, bone, cartilage, tendon/ligament or cardiovascular. For the treatment of different
tissues, scaffolds have been used, which correspond to three-dimensional structures or
mobile hydrogels that fulfill the purpose of providing a physical support for the
development of the tissues. The aim of this work was to fabricate scaffolds with
polycaprolactone (PCL) and chitosan polymers using the electrospinning technique and
to characterize them. The characterization of the scaffolds was performed by scanning
electron microscopy, followed by cell culture of HEK 293T cells for 24 hours on the
chitosan and PCL scaffolds. The synthesis of chitosan nanofibers was in conjunction
with polyvinyl alcohol (PVA) polymer. The results indicated that uniform bead-free
nanofibers were generated with a concentration of chitosan 3 % w/v and PVA 7 % w/v
at 1:3 ratio respectively while PCL nanofibers were generated with 10 % w/v solution.
The chitosan/PVA scaffolds presented an average diameter of 123.9 nm while the PCL
scaffolds presented a larger average diameter of 1231.6 nm. Finally, a higher cell
adhesion was obtained on chitosan scaffolds due to their smaller diameter nanofibers

and hydrophilic character compared to cell adhesion on PCL scaffolds.

Keywords:

e ELECTROSPINNING
e BEADS

e CELL ADHESION
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

La ingenieria de tejidos o medicina regenerativa desarrolla sustitutos biol6gicos
para mejorar las funciones de los tejidos o restaurar tejidos y érganos. Al ser la
ingenieria de tejidos un area multidisciplinaria, varias areas han contribuido a su
evolucion como la biologia celular o ingenieria de materiales (Chaudhari et al., 2016).
El campo de la ingenieria de tejidos busca solucionar problemas relacionados al dafio
de tejidos por enfermedades o traumas, rechazo de los tejidos en trasplantes y

escasez del tejido donante (Bakhshayesh et al., 2018).

Varios hitos han ayudado a la evolucién de la medicina regenerativa a lo largo
del tiempo, tenemos como ejemplo los injertos los cuales fueron un pilar importante
para la ingenieria de tejidos en donde los estudios realizados en animales y de manera
clinica por el cirujano Johann Friedrich Dieffenbach (1792-1847) dieron origen a este
concepto (Meyer, 2009), luego se desarrollaron técnicas para la conservacion de
células y tejidos. Howard Green y colegas en la Facultad de medicina de Harvard
desarrollaron técnicas para proliferar células de la epidermis obtenidos a partir de una
biopsia, los queratinocitos proliferaron mediante el cultivo con una capa de alimentaria
hecha de células mesenquimales de raton, el resultado fue uno de los primeros

productos de ingenieria tisular (Berthiaume et al., 2011).

En 1970 el Dr. W. T. Green pediatrico del Hospital Infantil de Boston llevo
estudios para a partir de condrocitos cultivados en espiculas de hueso e implantados
en ratones generar nuevo cartilago. No se obtuvieron resultados 6ptimos, pero se
concluy6 que mediante el uso de biomateriales se podria generar andamios donde
cultivar células para generar nuevos tejidos. Posteriormente el Dr. John Burke del
Hospital General de Massachusetts en conjunto con el Dr. lannas Yannos del MIT

generaron un sustituto de piel mediante el crecimiento de fibroblastos utilizando una



17

matriz de soporte de colageno. Ya en 1980 el Dr. Joseph Vacanti tuvo el enfoque de
cultivar células viables en redes de polimeros sintéticos formando andamios que

fueran biocompatibles y biodegradables (Vacanti, 2006).

La finalidad de los andamios es proporcionar un microambiente que simula
condiciones in vivo para la incorporacion de las células o de factores de crecimiento
(Rahmani Del Bakhshayesh et al., 2018). Estos andamios deben de poseer el soporte
mecanico, estimulos fisicos y quimicos para que las células puedan adherirse y
proliferar de manera Optima. Existen varios métodos para la fabricacién de los
andamios como la lixiviacién de sales, separacion de fases, liofilizacién, impresién en

3D o electrohilado (Loh & Choong, 2013).

Justificacién del problema

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, capaz de estimular la
regeneracion en casos de heridas; pero en casos de heridas graves como
guemaduras el proceso de cicatrizacion no se da en una forma éptima. Como solucién
a estas se opta por los injertos de piel para el tratamiento sin embargo este presenta
varios problemas como es que en muchos casos cronicos las heridas no se curan
llevando a posibles amputaciones o fallecimientos, en procedimientos operatorios para
injertos de piel existe una limitada disponibilidad de tejido donante y riesgos a

infecciones o rechazo inmunolégico (Vig et al., 2017).

Como respuesta a la problemética se propone el uso de la ingenieria de tejidos
ya que tiene la capacidad de restaurar o reparar tejidos dafiados mediante el uso de
andamios biodegradables generados a partir de polimeros sintéticos o naturales para
la regeneracion de tejidos. Un andamio ideal debe cumplir con las caracteristicas de
promover la absorcion del exudado, mejorar la epitelizacion y de inhibir el crecimiento
de microorganismos infecciosos externos; como por ejemplo Dermograft™, que es un

sustituto dérmico estéril, criopreservado, extraido de fibroblastos humanos, que se
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produce mediante el cultivo de fibroblastos dérmicos neonatales en un andamio
absorbible el cual se usa para reparaciones de Ulceras de pie diabético (Wong et al.,
2012), otro ejemplo de producto es Transcyte TM, un sustituto temporal de piel, hecho
de membrana epidérmica de polimero sintético y fibroblastos usado para tratamiento
de quemaduras de espesor parcial medio e intermedio. Ambos productos siendo ya
aprobados su uso por la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA) (Kumar

et al., 2004).

Varios polimeros se han propuesto como materia prima para la fabricacion de
los andamios como el quitosano o serina que son polimeros naturales que poseen una
alta biocompatibilidad, biodegradabilidad y un amplio espectro de actividad
antimicrobiana (Kenry & Lim, 2017), o polimeros sintéticos como la policaprolactona

(PCL) ya aprobado con varios usos bhiomédicos por la FDA (Wong et al., 2012).

La aplicacién de andamios fabricados por electrohilado de igual forma se
extiende a varios tejidos como la ingenieria de tejido 6seo, cartilaginosos,
tenddn/ligamento y cardiovasculares (Nemati et al., 2019). Adicionalmente los
andamios también han servido como sistemas de entrega de farmacos a sitios
especificos los cuales han sido agregados durante el proceso de electrohilado (Ye
et al., 2019) y finalmente el uso de andamios para el estudio cultivo celular presentan
la ventaja de imitar un entorno mas cercano a condiciones in vivo a comparacion del

cultivo celular tradicional.

Por ello la propuesta de la fabricacion de andamios a partir de PCL y quitosano
mediante electrohilado resulta de interés para generar posibles sustitutos biolégicos
aplicables a terapias médicas, estableciendo un protocolo de elaboracion mediante
electrohilado el cual tiene la ventaja de ser un proceso relativamente simple en cuanto
a manejo, barato, versatil y eficiente ya que permite obtener una gran cantidad de

nanofibras a partir de poca materia prima (Khorshidi et al., 2016).
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Objetivos del trabajo de titulacion

Objetivo general

Fabricar andamios con polimeros de policaprolactona y quitosano mediante

electrohilado y caracterizarlos.

Objetivos especificos

¢ Obtener nanofibras de policaprolactona y de quitosano mediante la técnica de
electrohilado.

e Caracterizar los andamios de policaprolactona y quitosano mediante
microscopia electronica de barrido.

e Determinar la capacidad de adherencia celular a nivel in vitro sobre los

andamios de policaprolactona y quitosano.

Hipotesis

La policaprolactona y quitosano pueden usarse como polimeros para la

fabricacion y caracterizacion de andamios.
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Capitulo Il: Marco teorico

Andamios

La ingenieria de tejidos genera sustitutos bioldgicos para mejorar las funciones
de los tejidos o restaurar tejidos y 6rganos (Chaudhari et al., 2016). Los andamios en
el area de ingenieria de tejidos hacen referencia a estructuras tridimensionales o
hidrogeles mdviles los cuales estan disefiados con la finalidad de proporcionar el
espacio fisico para el desarrollo de nuevos tejidos, proporcionar soporte mecanico o

también proporcionar factores solubles (Irvine et al., 2008).

Uno de los aspectos primordiales de los andamios es que deben proporcionar
un microambiente similar a la matriz extracelular (MEC) in vivo en un espacio 3D
aislado. Determinar que materiales que pueden emular las caracteristicas de la matriz
extracelular especifica del tejido deseado son las principales consideraciones a la hora
de fabricar andamios. La MEC estd compuesta por varios factores de crecimiento,
proteinas caracteristicas y glicoproteinas; teniendo un papel basico en el control de la

adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion celular (Dutta et al., 2017).

Las caracteristicas especificas de cada andamio dependen del tipo de tejidos
gue se necesita reparar ya sean tejidos duros o blandos, en la ingenieria de tejidos
duros, los andamios biolégicos se utilizan para rellenar los defectos 6seos y deben ser
capaces de soportar altas cargas para conducir el desarrollo de hueso (Bose et al.,
2012). De igual forma siguiendo con ejemplo de la regeneracién 6sea, este depende
de otras propiedades del andamio, como el tamario, la forma, el grosor de la pared, la
interconectividad y la superficie de la pared del poro del andamio, asi como la cinética
de absorcion, la porosidad, la morfologia de la superficie, la quimica de la superficie y

la tasa de degradacion (Eltom et al., 2019).
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Propiedades de los andamios

Los andamios a fabricarse deben cumplir con caracteristicas determinadas
para su correcto funcionamiento tanto los andamios fabricados con polimeros
naturales como con polimeros sintéticos. Algunas de estas caracteristicas a tomarse
en cuenta al rato de fabricar los andamios son su biodegradabilidad, porosidad, fuerza
mecanica y técnica de fabricacion entre algunos de los mas importantes (Shick et al.,

2019).

Biocompatibilidad. La biocompatibilidad de los materiales en el cuerpo
humano juega un papel vital en la ingenieria de tejidos, ya que garantiza el uso seguro
de los materiales en el cuerpo humano. Los andamios por ende deben ser
biocompatibles, es decir, no deben producir ninguna respuesta inflamatoria a las
células, ser extremadamente inmunogénicos o citotdéxico para células, tejidos u
organos in vivo. De igual forma los productos resultantes de la degradacién del
andamio tampoco deben de ser dafinos para el cuerpo y poder ser absorbidos por el
cuerpo humano (Cheung et al., 2007).

Biodegradabilidad. Los andamios biodegradables permiten que los
componentes extracelulares fisiolégicos reemplacen los tejidos bioldgicos sin dejar
productos de degradacion toxicos. Su tasa de degradacion debe coincidir con la tasa
de regeneracion del tejido nuevo para mantener la integridad estructural y proporcionar
una transicion suave de la transferencia de carga desde el andamio al tejido (Yusop
et al., 2012).

Porosidad. Los poros se pueden definir como espacios vacios dentro del
andamio y la porosidad se puede considerar como un conjunto de poros. Existe una
relacion directa entre la porosidad y propiedades mecénicas de un andamio; por
ejemplo una alta porosidad del 90 % puede proporcionar un mayor volumen para la
infiltracion celular al andamio y la formacion de la matriz extracelular, sin embargo la

integridad mecanica se ve reducida (Hutmacher et al., 2014). Los andamios utilizados
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para la ingenieria de tejidos deben fabricarse en un rango de tamafio de poro de 50 a
900 um y una porosidad de no menos del 70 %. Hay que considerar que la estructura
porosa variara segun el tipo de células o tejidos al cual va dirigido como se indica en la

Tabla 1 (Shick et al., 2019).

Tabla 1.

Tamafio del poro requerido segun el tipo de célula

Tamarfo del poro (um) Tipo de célula
100-150 fibroblastos
100-400 diferenciacién condrogénica
200-450 diferenciacién osteogénica
75-750 regeneracion de axones periféricos
20-50 crecimiento axonal y gliales
100 trasplante y diferenciacion de células madres neuronales
50-200 células musculares lisas
<38 células endoteliales microvasculares

Nota. Adaptado de “Porosity parameters in biomaterial science: Definition, impact, and
challenges in tissue engineering”, por M. Ebrahimi, 2021, Frontiers of Materials

Science

Integridad mecéanica. Cuando se implanta en el cuerpo, el andamio debe
soportar la estructura interna de la matriz celular recién formada. Por lo tanto, debe
mantener la resistencia mecanica del 6rgano que se va a construir hasta que se
degrade, se reabsorba en el cuerpo y forme un érgano completamente funcional. Por
ello se debe considerar propiedades mecanicas como el médulo elastico, resistencia a
la compresion, resistencia a la traccion, deformacion méaxima y modulo de flexion

deben ser lo méas parecido al del tejido que se formara (Deb et al., 2018).



Tipos de andamios

Los andamios se pueden categorizar en grupos debido a su morfologia o

constitucion siendo estos: andamios porosos, fibrosos, hidrogeles, microesferas y de

polimero con bioceramica.

Tabla 2.

Tipos de andamios y sus aplicaciones

Tipo d_e Caracteristica Aplicaciones Referencia
Andamio
Presentan una alta Se han usado
porosidad, estos principalmente para el
_ poros estan crecimiento de tejidos
Andamios ) (Cheng et al.,
interconectados 0seos 0
porosos ) L 2019)
homogéneamente, vascularizacion de
con una apariencia de tejidos
esponja.
Utilizadas en tejidos
musculo esqueléticos,
Conformados por _
_ B incluyendo hueso,
nanofibras, el tamafo ) )
cartilago, ligamento y
) del poro formado de la . . )
Andamios . . musculo esquelético, (Dhandayuthapani
) matriz también afecta )
fibrosos S piel, vascular, et al., 2011)
la organizacién y
o neuronales, y para la
actividad celular.
entrega controlada de
farmacos, proteinas y
ADN.
Redes Se utilizan en los
tridimensionales de tejidos como el
_ cadenas poliméricas cartilago, 6seo, (Onuwaje &
Hidrogeles _ _ o
entrecruzadas con un  vendaje de heridas y Phillips, 2020)

alto contenido de

agua.

administracion de

farmacos.
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Tipo d_e Caracteristica Aplicaciones Referencia
Andamio
Administracion de
farmacos debido a su
Conformado por »
i o gran relacion de
particulas esféricas .
_ superficie y volumen
organicas o i i (Gupta et al.,
Microesferas _ del farmaco. Ademas,
inorganicas con un 2017)
_ poseen un gran control
didmetroentre 1 y )
espacial y temporal en
1.000 ym. ) o
la liberacion del
farmaco.
Conformados por Aplicados
) ceramicas y vidrios principalmente a
De polimero - ] y (Venugopal &
biodegradables y tejidos 6seos, también _
y _ _ ] Ramakrishna,
_ o bioactivos como se usan como vehiculo
bioceramica . _ _ 2005)
vidrios de silicato y para la liberacion de
fosfatos de calcio. farmacos.

Aplicaciones de los andamios

Los andamios poseen un gran potencial de aplicaciones: desde vendaje para
heridas, suministro de farmacos, ingenieria de distintos tipos de tejidos hasta modelos

para estudios de cultivos celulares.

Las aplicaciones de los andamios en vendaje para heridas e ingenieria en
distintos tipos de tejidos se deben a su alta porosidad, superficie y capacidad de
emular las condiciones de la matriz extracelular promoviendo el crecimiento y

proliferacion celular (Sandri et al., 2020).

De igual forma un andamio biodegradable y reabsorbibles también puede ser
usado como vehiculo de administracién de farmacos, en donde los componentes del
andamio se fusionan con la ECM mientras liberan lentamente el contenido de

farmacos que contienen (Kretlow et al., 2007).
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Para estudios de cultivo celular, un sistema de cultivo celular 3D usando
andamios resulta mucho mas ventajoso que un cultivo celular 2D convencional ya que
las condiciones in vitro se asemejan mucho mas a las condiciones in vivo. Es asi que
se puede usar para estudios méas acertados como estudios de diferenciacion celular,
respuesta a farmacos, modelos tumorales, expresion de genes y proteinas entre

algunos a mencionar (Ravi et al., 2015).

Tabla 3.

Aplicaciones biomédicas de andamios con ejemplos de patentes existentes

Aplicacion Producto Patente Pais

Aposito nanofibroso para el
tratamiento de heridas
agudas/quemaduras.

Conformado por un andamio de

Vendaje para IN201831001151 India

una capa nanofibrosa y otra capa
heridas , .
mas compacta de PCL recubierto
de colageno derivado de

escamas de pescado.

Nuevo nanocompuesto de
magnesio basado en un cemento
0seo (andamio hidrogel)
inyectable listo para la
Administracion regeneracion 6sea que se puede IN201741006829  India

de farmacos  combinar con la administracion

controlada de farmacos.
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Aplicacion Producto Patente Pais
Andamio de colageno de
escamas de pescado de agua
Ingenieriade  caliente para la ingenieria del
tejidos: tejido 6seo y fabricados mediante
vasculares, la técnica de liofilizacion. El
IN202141001147 India
0seos, andamio desarrollado presenta
cardiacos, mayor resistencia mecanica en
cartilago comparacion a los andamios de
colageno de piel y hueso de
pescado
Andamio de grafeno multicapa
para cultivo celular que promueve
la diferenciacion de células
Corea del
Estudios de madre que es capaz de promover W02019198986 cur
cultivo la diferenciacion osteogénica de

células madre sin necesidad de

un compuesto adicional.

Fabricacién de andamios

Varias técnicas comunmente utilizadas en la ingenieria de tejidos pueden

producir andamios con estructuras aleatorias, diametros de poros impredecibles e

interconexiones de poros reducidos. Entre estas tecnologias, estan la fundicién con

disolventes, la liofilizacién, la inversion de fase, la unién de fibras, las tecnologias

basadas en fusion y los métodos basados en alta presién (Carletti et al., 2011).
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Métodos convencionales

Liofilizacion. Una solucion polimérica se congela y el disolvente de la solucion
se elimina por liofilizacion bajo el alto vacio que fabrica el andamio con alta porosidad

e interconectividad (Skoog et al., 2014).

Figura 1.

Fabricacion de andamios por liofilizacion

' &
(, /'V\‘ N\ Homogenizador
\ A\ N Moldeado y
o, o % congelacion
Solucién polimérica Emulsion

ﬂ Liofilizacion

Andamio

Nota. Adaptado de “Preparation of PVA/Bioactive Glass nanocomposite scaffolds. In
vitro studies for applications as biomaterials. Association with active molecules” (p.37),

por M. Mostafa, 2014, Université de Rennes.

Fundicion con disolvente y lixiviacion con sal. En esta técnica, se utiliza un
disolvente combinado con particulas de sal para disolver la solucién de polimero. El
disolvente se evapora dejando una matriz que contiene particulas de sal. Luego la
matriz se sumerge en agua y la sal se lixivia para formar una estructura de gran

porosidad (Tan et al., 2003).
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Figura 2.

Fabricacién de andamios por fundicion con disolvente vy lixiviacién

- e ‘ - o Presién en frio/ Presién en
.:. u 28 caliente
o >

Cristales Solucién
de sal polimérica

poro

“ b v .
\7 »_ wi® I"—‘ - -/
s L L.
o e
oo o < “.__‘ — ‘

N Membrana de polimero con
Andamio Bafio del andamio en agua cristales de sal

Nota. Adaptado de “Recent Progress on the Development of Porous Bioactive Calcium
Phosphate for Biomedical Applications” (p.213), por L. Sopyan, 2008, Recent Patents

on Biomedical Engineering.

Espumado con gas. Esta técnica utiliza agentes espumantes gaseosos como
el diéxido de carbono para presurizar polimeros biolégicamente degradables
modelados con agua hasta que se saturan o se llenan de burbujas de gas. Una vez

completado el proceso de espumado se forma un andamio 3D (Rider et al., 2018).
Figura 3.

Fabricacién de andamios por espumado con gas

@ —

Particulas de sal efervescente "
Evaporacion del solvente e
Pasta de gel de polimero inmersién en agua

Liofilizado

-

Andamio
Espumado con CO, y NH,

Nota. Adaptado de “Scaffold: A Novel Carrier for Cell and Drug Delivery” (p.213), por T.

Garg, 2012, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 29 (1).



29

Separacion de fases Inducida por el calor. Basado en el cambio de
temperatura para inducir la separacion de una solucion polimérica, creando asi un
sistema multifasico. Cuando se produce la separacién de la solucién, la solucién
homogénea se separa en una fase rica en polimeros y otra fase pobre de polimeros

(Tan et al., 2003).

Figura 4.

Fabricacién de andamios por separacion de fases inducida por el calor

— f . )
!
r Aislamiento
|

Solucién

Fuente de frio

Nota. Adaptado de “Role of Anisotropy in Tissue Engineering” (p.121), por G. Mitchell,

2013, Elseiver, 59.

Prototipado rapido

Estereolitografia. Utilizado para crear estructuras sélidas complejas mediante
la impresion por capas que se basa en la solidificacién espacialmente controlada de

resinas de base liquida mediante fotopolimerizacion (Zein et al., 2002).



Figura 5.

Fabricacién de andamios por estereolitografia

Espejo .
Laer 1

Elevador
(EieZ)

Polimero liquido ‘

Plataforma

Nota. Adaptado de Stereolithography, OpenWetWare, 2016,

(https://openwetware.org/wiki/Stereolithography#bibkey Machine)

Sinterizacion selectiva por laser. Se emplea un rayo laser de diéxido de
carbono para sintetizar finas capas de materiales poliméricos en polvo para formar
objetos sélidos tridimensionales. El objeto se construye capa a capa a partir de
archivos de datos creados en un disefio asistido por ordenador (Conoscenti et al.,

2017).

30



31

Figura 6.

Fabricacién de andamios por sinterizacion selectiva por laser

amiento
Cama de potvo
Andamio
16 de fabricacn

Nota. Adaptado de “Additive Manufacturing for Guided Bone Regeneration: A
Perspective for Alveolar Ridge Augmentation” (p.10), por P. Rider, 2018, International

Journal of Molecular Sciences, 19 (11).

Bioimpresidn. Técnica de impresién 3D, basado en el uso de procesos de
transferencia de materiales para desarrollar un patron bioldgico y el ensamblaje de
materiales relevantes como células, tejidos y biomateriales biodegradables con una

estructura prescrita para cumplir funciones bioldgicas (Rider et al., 2018).
Figura 7.

Fabricacion de andamios por bioimpresion

/—* Impresién 3D

Biotinta

Nota. Adaptado de “Bioinks and bioprinting technologies to make heterogeneous and

biomimetic tissue constructs” (p.3), por N. Ashammakhi, 2019, Materials Today Bio.
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Electrohilado. Este método convencional se basa en el principio de llenar una
aguja conductora con liquido, que se encuentra en un campo eléctrico con respecto a
un electrodo conectado a tierra o con carga opuesta. En condiciones estables, la
diferencia de potencial entre los electrodos formara un cono de liquido a la salida de la
aguja y emitira un chorro desde su vértice. El chorro se descompondra en una
columna de pulverizacion conica tridimensional. El electrohilado produce fibras que

forman un andamio o membrana (Jayasinghe, 2017).
Figura 8.
Fabricacion de andamios por electrohilado

Cono de Taylor
Formacién de fibras

Solucién polimérica

A
Alto voltaje : .
Bombeador Andamio

Nota. Adaptado de “Fabrication and Characterization of Nanofibrous Scaffold
Developed by Electrospinning” (p.317), por B. Dhandayuthapani, 2011, Materials

Materials Research, 14 (3).

Bajo un campo electrostético, el polimero disuelto bombeado desde la matriz a
una velocidad controlada esta sometida a dos fuerzas principales, la fuerza de traccion
proporcionada por un campo eléctrico suficientemente alto y la tensién superficial de la
solucion de polimero (Yang et al., 2010). Cuando la fuerza de traccion excede la
tension superficial, un fino chorro de liquido volara hacia la placa colectora. Por tanto,
los parametros que pueden afectar la fuerza de estiramiento (como el voltaje, la
conductividad de la solucién, la distancia entre la punta y el colector de corriente) y la
tension superficial (viscosidad, concentracion, humedad y temperatura ambiente)

afectaran la morfologia diametro de las nanofibras (Jin et al., 2018).
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Polimeros como biomateriales para andamios

Los polimeros utilizados como base para los andamios pueden ser tanto
naturales como sintéticos (Carletti et al., 2011). Los polimeros naturales son
biocompatibles y bioactivos, por lo que ayudan a mejorar el rendimiento celular
(adhesion y proliferacion). Sin embargo, debido a su limitada capacidad de
procesamiento, es dificil de disefiar y el riesgo de contaminacién es alto. Entre algunos
ejemplos tenemos el quitosano, colageno, gelatina, fibrindgeno, elastina, queratina,
actina y miosina. Los polimeros sintéticos poseen caracteristicas favorables como una
estructura quimica definida, faciles de procesar, se pueden modificar para conseguir
propiedades especificas, tienen una buena rentabilidad al ser facilmente producibles a
grandes escalas y mayor tiempo de conservacion. Sin embargo, estos polimeros no
tienen actividad biolégica, por lo que pueden provocar una respuesta inflamatoria en el
huésped. Entre los materiales sintéticos, el PCL ha atraido recientemente mucha
atencion en aplicaciones biomédicas (incluida la ingenieria de tejidos 6seos) (Dwivedi

et al., 2020).

Tabla 4.

Listado de algunos polimeros con aplicaciones biomédicas aprobados por la

Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)

Polimero Aplicaciones Patente o producto Farmacéutica
aprobadas o Pais

Parche de malla

Implantes quirdrgicos  \adica para la

de largo periodo de reparacion de

Polimeros
hernias.

de administracion de CN104758984

sintéticos

farmacos

Policaprolactona tiempo, dispositivos China
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Polimero Aplicaciones Patente o producto Farmacéutica
aprobadas o Pais
Acido polilactico Método de
_ preparacion de
Reconocido como )
material para
generalmente seguro L
reparacion 6sea
(GRAS) usado en o .
- basado en &cido China
dispositivos o
o polilactico de
. quirargicos _ .
Polimeros o sorbibl liberacién
. reabsorbibles
sinteticos controlada.
CN110787324
Implante de Sistemas portadores
medicamentos, de nanoparticulas
Acido poli produccién de basados en el acido BIOLITEC
(lactico-co- microparticulas y poli(lactico-co- PHARMA IP &
glicélico) nanoparticulas glicélico) (PLGA)
. . INVEST LTD
biodegradables y para la terapia
biocompatibles. fotodinamica.
EP2509633
Este polimero tiene Hylagan es una
usos como rellenos solucién inyectable
Acido dermatoldgicos y compuesto por acido Fidia Farmace
hialurénico viscosuplementos hialurénico para el utici spa.
para el tratamiento de tratamiento de
la artrosis. artrosis en la rodilla.
VISTASEAL™
Sellador de fibrina
L . indi Johnson &
] Hemostatico y fijador  Indicado como
Polimeros | tode
adhesivo del injerto ~~ c0Mplemento de la Johnson
naturales Fibrina

de piel para heridas

por quemaduras.

hemostasia para su
uso en pacientes

sometidos a cirugia



https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiEtMvW0OXvAhURTjABHb_rA0IQFjAAegQIBBAD&url=https%3A%2F%2Fwww.medigraphic.com%2Fpdfs%2Fadm%2Fod-2013%2Fod131c.pdf&usg=AOvVaw0jv6q9MUKtRu94E3G6_uUN
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiEtMvW0OXvAhURTjABHb_rA0IQFjAAegQIBBAD&url=https%3A%2F%2Fwww.medigraphic.com%2Fpdfs%2Fadm%2Fod-2013%2Fod131c.pdf&usg=AOvVaw0jv6q9MUKtRu94E3G6_uUN
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiEtMvW0OXvAhURTjABHb_rA0IQFjAAegQIBBAD&url=https%3A%2F%2Fwww.medigraphic.com%2Fpdfs%2Fadm%2Fod-2013%2Fod131c.pdf&usg=AOvVaw0jv6q9MUKtRu94E3G6_uUN
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiEtMvW0OXvAhURTjABHb_rA0IQFjAAegQIBBAD&url=https%3A%2F%2Fwww.medigraphic.com%2Fpdfs%2Fadm%2Fod-2013%2Fod131c.pdf&usg=AOvVaw0jv6q9MUKtRu94E3G6_uUN
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Polimero Aplicaciones Patente o producto Farmacéutica
aprobadas o Pais

Equipo quirdrgico a
base de colageno

hemostatico y

antibacteriano, Apositos de
Polimeros Colageno vendajes, escudode  colageno con plata T uS Medline
naturales colageno corneal, Puracol Industries.

rellenos dérmicos,
suplementos orales

de colageno

Policaprolactona

Policaprolactona (PCL) es un miembro del poliéster biodegradable. Es un
polimero alifatico semicristalino con un rango de temperatura de fusion de 59 a 64 °C.
Por ello, a temperatura fisiologica, el PCL semicristalino alcanza un estado con alta
tenacidad y excelentes propiedades mecanicas (alta resistencia y elasticidad son

funcién de su peso molecular) (Mkhabela & Ray, 2014).

No es téxico y es compatible con los tejidos, por lo que se utiliza ampliamente
como apésitos absorbibles, terapias regenerativas y aplicaciones de administracion de
farmacos. El tiempo de degradacion del PCL es mayor (2-3 afios). Debido a que hay
cinco moléculas hidrofébicas -CH2 en su unidad repetitiva, la tasa de degradacién del
PCL es mas rapida que la de todos los poliésteres (Dwivedi et al., 2020). Ademas, la
capacidad de los polimeros PCL para adaptarse a otros polimeros sintéticos y
naturales permite lograr las propiedades deseadas del andamio, proporcionando
ventajas adicionales por su practicidad en el proceso de fabricacion del andamio

(Siddiqui et al., 2018).
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Quitosano

El quitosano es un polisacarido extraido como un derivado desacetilado de la
quitina y esta compuesto de copolimeros lineales enlazados B- (1 — 4) distribuidos
aleatoriamente, que incluyen N-acetil-D-glucosamina y D- glucosamina. La quitina es
abundante en los exoesqueletos de crustaceos, insectos y varios hongos. La
extraccion de quitosano de la quitina implica un mecanismo de desacetilacion que
implica la eliminacion de grupos acetilo mediante el tratamiento de la quitina con
hidréxido de sodio. El peso molecular y el grado de desacetilacion afectan a las

propiedades fisicas y mecanicas del polimero (Ahmed et al., 2018).

El quitosano es barato, biocompatible, biodegradable, bioactivo, no téxico, no
inmunogénico, antibacteriano, y puede estimular la actividad de los factores de
crecimiento. De igual forma el quitosano de bajo peso molecular tiene propiedades
antitumorales e inmunoestimulantes (Aranaz et al., 2021). Cuando se usa como un
aposito biolégico semipermeable, el quitosano puede prevenir la deshidratacion y la
contaminacion de la herida. Puede aumentar la produccién de osteopontina,
promoviendo asi la infiltracion y adhesion de varios tipos de células, y juega un papel
en la inflamacion granulomatosa (Dai et al., 2011), y también puede inhibir la infeccion

al estimular a los macro6fagos para que liberen citocinas (Oryan & Sahvieh, 2017).
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Capitulo lll: Metodologia

Fabricacién de andamios mediante electrohilado

Preparacion de las soluciones poliméricas

Para la solucion polimérica de quitosano a usarse en el proceso de
electrohilado se uso el alcohol polivinilico (PVA) como copolimero por lo que se
prepar6 dos soluciones previas como constituyentes. En la primera solucién se hizo
uso del quitosano de marca Chemsavers que presenta un porcentaje de desacetilacion
mayor al 90%, se preparé una solucion de 10mL al 3% p/v de quitosano para lo cual
se disolvio el quitosano en &cido acético al 90 % v/v, la solucion se dej6 en agitacion
por 2 hr a temperatura ambiente. Para la segunda solucion del copolimero de PVA se
uso PVA de la marca Sigma Aldrich de alto peso molecular (146-186 g/mol), se
disolvié el PVA en 10 mL de agua destilada para obtener una solucién al 7 % plv, la
solucién se dejé en agitacion por 2 hr a una temperatura de 90 °C. Se mezcldé ambas
soluciones de quitosano y de PVA en una proporcion 1:3 y se dej6 en agitacion por 30

min.

Para la solucién de PCL se disolvi6 pellets de 3 mm de PCL de 80.000 g/mol
de peso molecular de la marca Sigma-Aldrich en 10 mL de acetona para obtener una

solucion al 10 % p/v y se dej6 en agitacién por 1 hr con temperatura de 60 °C.

Electrohilado con bombeador de jeringa automaético

Se realiz6 el montaje del equipo de electrohilado y se cargo las soluciones
poliméricas en jeringuillas de 10 mL con una aguja de acero inoxidable acopladas al
equipo de electrohilado en el cual la aguja se conect6 al polo positivo de una fuente de
voltaje mientras que el polo negativo se conect6 a un plato recolector. Al plato
recolector se lo recubrié de papel aluminio o gasa quirargica para la recoleccién de las

fibras. Se realiz6 5 repeticiones para la fabricacién de andamios de quitosano y 4
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repeticiones para los andamios de PCL y el electrohilado se lo realizé en sentido

horizontal.

En el proceso de electrohilado de la solucion de quitosano se us6 un caudal de
0.5 mL/h, un voltaje de 14-17 kV y el plato recolector se situé a 14 cm de distancia de
la aguja. Para la solucion polimérica de PCL se us6 un caudal de 0.1 mL/min, un
voltaje de 8-10 kV y el plato recolector se situé a 14 cm de distancia. Se recolecté por
media hora las nanofibras de ambas muestras sobre el plato colector. Se almacend las
muestras de fibras en cajas Petri selladas con film a temperatura ambiente en

ausencia de luz.

Figura 9.

Esquema del proceso de electrohilado de las nanofibras

Solucién polimérica

Colector

Equipo de voltaje

Caracterizacion fisica de las nanofibras

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La visualizacién de las fibras para determinar el diametro y calidad de las
mismas se realizé6 mediante el SEM. Para ello se cort6 las muestras en cuadrados de

1x1 cmy se recubrié con una pelicula de oro por 10 segundos para el analisis por
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microscopia electrénica de barrido a 5kV con el equipo MIRA; TESCAN. Para
determinar la distribucién del diametro se hizo uso del software Image J a partir de 100

recuentos por foto.

Cultivo celular sobre los andamios

Se realiz6 la proliferacion celular de la linea HEK-293T sobre los andamios de

quitosano y PCL para determinar la adherencia celular sobre las mismas.

Esterilizacion de los andamios

Primero se esterilizé los andamios para lo cual se recorté en cuadrados de
lcmxlcm y se retiré cuidadosamente el film de andamios de la gasa mediante pinzas,
Se sumergi6 en etanol absoluto las muestras y se sometié a 30 min de luz UV por

ambos lados del film.

Proliferacion de la linea celular HEK 293T

Un stock de células criopreservadas en nitroégeno liquido se descongel6 en
bafio maria a 37°C por alrededor de dos minutos. Se tomé 1mL y resuspendi6 en un
tubo de 15mL con 1mL de medio de cultivo DMEM con suero fetal bovino al 10% vy 1%
de penicilina y estreptomicina y posterior se centrifugé a 1200 RPM por 5 minutos. El
sobrenadante se elimind y se resuspendi6 el pellet nuevamente en 1mL de medio de
cultivo. Se coloc6 1mL de la suspension en un flask de cultivo F75, se cubri6 la
superficie del flask con medio de cultivo y se homogeiniz6 el medio. El flask se incub6
a 37 °Cy 5 C0,% y cada 48hrs se verificd el medio de cultivo y en caso de ser
necesario se realiz6 un cambio de medio de cultivo basado en los cambios de pH
visibles (cambio de color) esto se realiz6 hasta llegar a la fase de confluencia el cual

se revisO mediante microscopia Optica invertida.
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Plagueo

Luego de verificar la confluencia celular se agreg6 3 mL de tripsina con EDTA
1X para la finalidad de despegar las células del flask y se incubé por 3 min a 37°Cy 5
C0,%. Se verificd luego que todas las células no estuvieran adheridas al flask
mediante microscopio invertido. Se paso las células a un tubo de 15 mL, se agreg6 1
mL de suero fetal con el propésito de neutralizar la tripsina ya que puede llegar a
dafiar las células y se procedi6 a centrifugar a 1200 RPM por 5 min el tubo. Luego de

centrifugar el sobrenadante se desechoé y se resuspendio en 1 mL de cultivo.

Se realiz6 un conteo con una camara de Neubauer usando una dilucién 1/10
para lo cual se agregd 90 uL de azul de tripan y 10 uL de la muestra de células. Para
el conteo se tomd 10 uL de la solucion, se agregé a la camara de Neubauer en donde
se realizé el conteo de los 4 cuadrantes y se determind la cantidad de células por

mililitro con la formula descrita a continuacion.

células #células contadas+10000 . L,
# = * factor de dilucion (1)

mL numero de cuadrantes

Habiendo determinado el nimero de células, se colocé 1 mL de muestra en
una placa de cultivo celular de 6 pocillos colocando 500000 células por pocillo junto
con el andamio esterilizado. Se trabaj6é con un total de 6 grupos siendo estos: 2 grupos
de control (células cultivadas sin andamios), 2 muestras de quitosano y 2 muestras de

PCL.

Observacion de células HEK 293T por microscopia confocal de fluorescencia

La visualizacién de los cultivos celulares sobre los andamios se realiz6 luego
de 24 horas de cultivo de la placa a 37°C y 5 C0O,%. La tincién se realizé con diacetato
de fluoresceina (FDA) y yoduro de propidio (PI). Se trabaj6 con las soluciones stock de
5 mg/mL de FDA conservada en DMSO a -20°C, 2mg/mL de PI conservada en PBS a

4°C. El medio de tincién se realizé segun las cantidades determinadas en la Tabla 5.
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Tabla 5.

Cantidades para la preparaciéon del medio de tincién con DAPI y PI

Reactivo Cantidad
FDA 8 uL
Pl 50 uL

Medio de cultivo 5 mL

El medio de cultivo se retir6 de los pocillos, se realiz6 un lavado con PBS 1x
para posterior agregar la solucién de tincién por 1 min para volver a lavar con PBS 1x
dejando luego del lavado una pequefia cantidad de PBS para humedecer la muestra.
Finalmente, la muestra tefiida se visualizé mediante el equipo Olympus fluview con

lente 40x.

Analisis estadistico

Para el analisis de las variables que corresponden al diametro de las fibras y el
area celular se usoé la prueba de U de Mann-Whitney para evidenciar que las medias
de entre las muestras de quitosano y policaprolactona fueran distintas usando el
software Infostat. Posteriormente las medias y errores estandar de la media fueron
determinadas tanto para los didmetros de las nanofibras como para el area celular

sobre los andamios mediante Excel.
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Capitulo IV: Resultados

Fabricacién de andamios mediante electrohilado

Las nanofibras de quitosano/PVA con quitosano al 3% p/vy PVA al 7% p/v en
proporcion 1:1y 1:2 respectivamente no generaron nanofibras uniformes y
presentaron gran cumulo de grumos (beads) a lo largo de las muestras como se indica

en la Figura 10.

Figura 10.

Fotos de microscopio de barrido electrénico con amplificacion 33.3kx de nanofibras de
quitosano/PVA con beads:(a) 1:1 quitosano 3% con PVA 7%, (b) 1:2 quitosano 3% con

PVA 7%

i ) \ f " § s /
SEM HV: 5.0 kV WD: 4,89 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 50 kV WD: 4,94 mm
View fiold: 20.8 pm Deat: SE View field: 20.8 pm Det: SE
SEM MAG: 33.3 kx  Date(m/d/y): 06/03/21 CENCINAT SEM MAG: 33.3 kx  Date(m/dly): 06/03/21 CENCINAT

Se realiz6 5 repeticiones para la fabricacion de andamios de quitosano/PVA
con quitosano al 3% p/vy PVA al 7% p/v en proporcién 1:3 y 4 repeticiones para la
fabricacion de andamios de PCL al 10 % p/v. En todas las repeticiones se pudo
obtener nanofibras sin la presencia de grumos tanto para las nanofibras de

quitosano/PVA como se observa en la Figura 11 como para las nanofibras de PCL
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observadas en la Figura 12. Los parametros adicionales como temperatura y humedad

al igual que el voltaje aplicado durante el proceso de electrohilado se detallan en la

Tabla 6.
Figura 11.

Fotos de microscopio de barrido electrénico con amplificacion 33.3kx de nanofibras de

quitosano/PVA al 3% con PVA 7% 1:3
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Figura 12.
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Fotos de microscopio de barrido electrénico con amplificacion 33.3kx de nanofibras de

PCL al 10%

\!
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Tabla 6.

Condiciones de electrohilado de las nanofibras de quitosano y PCL

¢
MIRAY TESCAN

CENGINAT

CENCIMAT

SEM MV SaNY
Viow fleld: 208 pm Dat: 51
SEM MAC: 313 kx  Datoimidy): 073029

SEM V. 504V

WO 1L

WO: 11.08
View feld: 208 pon Det- SE
SEM MAG: 333 kx  Dstegmidry) §7/3021

Muestra Caudal Voltaje (KV) Distancia Temperatura Humedad Depositado
del colector
Quitosano 1 0.5mL/h 12.88+, 1- 14 cm 20.7°C 51 % Aluminio
Quitosano 2 0.5mL/h 15.04+,1- 14 cm 20.9°C 48 % Aluminio
Quitosano 3 0.5mL/h 12.25+,1.6- 14 cm 19.5°C 54 % Gasa
Quitosano 4 0.5mL/h 14.28+,1.03- 14 cm 19.6°C 60 % Gasa
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Muestra Caudal Voltaje (KV) Distancia  Temperatura Humedad Depositado
del colector
Quitosano 5 0.5mL/h 14.28+,1.03- 14 cm 19.6°C 60 % Aluminio
PCL1 0.1 mL/min 10.44+ 14 cm 20.5°C 50 % Aluminio
PCL 2 0.1 mL/min 10.28+ 14 cm 20.8°C 48 % Aluminio
PCL 3 0.1 mL/min 9.72+ 14 cm 20.2°C 53 % Gasa
PCL 4 0.1 mL/min 8.44+ 14 cm 20°C 54 % Gasa

de aluminio o gasa quirargica, en la Tabla 6 se detalla sobre qué material fueron

Las nanofibras fueron recogidas sobre un plato recolector metalico recubierto

recogidas las muestras. En el caso de la muestra quitosano/PVA ilustrada en la Figura

11d y Figura 13 se puede diferenciar entre las fibras de quitosano/PVA y la fibra de la

quirdrgica.

Figura 13.

Fotos de microscopio de barrido electrénico con amplificacion 33.3kx de nanofibras de

guitosano/PVA sobre las microfibras de gas quirargica
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Medicién de los didmetros de las nanofibras con ImageJ

De las fotos obtenidas por SEM se midi6 el diametro de 100 fibras por foto de
quitosano y PCL. La prueba U de Mann-Whitney se aplicé a todos los diametros
recopilados de pcl y quitosano mediante Infostat para analizar la diferencia de medias
el cual arroj6é como resultado que las medias de los didmetros entre quitosano y PCL

son significativamente diferentes (p<0.0001).

Mediante estadistica inferencial de todos los diametros medidos de nanofibras
de policaprolactona se obtuvo un didmetro promedio de 1231.6 + 18 nm mientras que
el diametro promedio de las nanofibras del quitosano fue de 123.9 £ 1.1 nm como se

resume en la Tabla 7.
Figura 14.

Histograma de distribucion de los diametros de nanofibras de quitosano y PCL: (a)

fibras de quitosano/PVA (b) fibras de PCL
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Tabla 7.

Rango de distribucion de los diametros y didmetro promedio de las nanofibras de

quitosano y PCL

Material Rango (um) Promedio (um) Promedio (nm)

Quitosano [0,08-0,18] 0.1239 £ 0.0011 1239+1.1
PCL [0,07-1,8] 1.2316 + 0.018 1231.6 + 18
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Los didmetros obtenidos de las nanofibras de PCL presentaron un rango de
distribucién mucho mayor yendo desde 0.07 a 1.8 ym como se ve en Figura 14b a
comparacion a las nanofibras de quitosano/PVA el cual presentaron nanofibras desde
0.08 a 0.18 Figura 14a, de igual forma se puede observar una mayor tendencia de las

nanofibras de quitosano a didmetros entre 0.13 y 0.14 uym.

Adhesidn celular

La comprobacién de adherencia celular de los cultivos celulares sobre los
andamios se realiz6 luego de 24 horas. Las fotografias de microscopia de
fluorescencia permitieron evidenciar la adherencia celular de las células HEK 293T

sobre los andamios de PCL y quitosano/PVA como se indica en la Figura 6.

Figura 15.

Fotos de microscopio de fluorescencia con lente 40x del cultivo de células HEK 293T

sobre los andamios: (a) control, (b) PCL, (c) quitosano
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Por otro lado, de las fotos obtenidas por microscopia confocal se midio el area
celular de por foto de quitosano y PCL en la Figura 16. La prueba U de Mann-Whitney
se aplico a todos datos recopilados de PCL y quitosano/PVA mediante Infostat para
analizar la diferencia de medias el cual arrojé como resultado que las medias del &rea

celular entre quitosano/PVA y PCL son significativamente diferentes (p<0.0001).
Figura 16.

Fotos de microscopio confocal a vista 40x ym del cultivo de células HEK 293T sin

andamios y sobre andamios de PCL y quitosano
oy

I ,-'_
&\

Nota. Las células HEK 293T cultivadas presentan una tincion roja

Se obtuvo un area celular promedio de 612,70 um?para el cultivo celular de
células HEK 293T sobre andamios de quitosano/PVA y una menor area celular
promedio de 177,13 um? para el cultivo celular sobre los andamios de PCL (Tabla 8).
Se puede observar en la Figura 17a como en el cultivo celular sobre los andamios de

guitosano/PVA las areas celulares llegan a valores mucho mayores en comparacion a
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las 4areas celulares de PCL observados en la Figura 17b, los rangos especificos de las

areas celulares por andamio se detallan en la Tabla 8.

Figura 17.

Histograma de distribucién de las areas celulares adheridas sobre los andamios de

quitosano y PCL: (a) fibras de quitosano/PVA (b) fibras de PCL
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Tabla 8.

Rango de distribucion de las areas celulares y area celular promedio adherido a las

nanofibras de quitosano y PCL

Material Rango (um?) Promedio (um?)

Quitosano [123,96-1994,31] 612,70

PCL [10,77-605.94] 177,13




50

Capitulo VI: Discusion

Los andamios han tomado un rol importante en la ingenieria de tejidos debido a
su capacidad de imitar entornos similares a la matriz extracelular para la regeneracion
de tejidos proveyendo de potenciales sustitutos a tratamientos de diversos tejidos
dafiados (Agrawal & Ray, 2001). Debido a ello constituye un &rea de gran interés con
crecimiento exponencial, con un nimero cada vez mayor de productos que entran en
el mercado y en los ensayos clinicos, con ventas de biomateriales regenerativos de

240 millones de délares al afio (O’Brien, 2011).

De los métodos de fabricacion existentes de andamios la técnica de
electrohilado presenta una gran cantidad de investigaciones con un amplio espectro de
polimeros naturales y sintéticos como el acido glicolico (PGA), el acido polilactico,
colageno o gelatina (Boudriot et al., 2006). El amplio uso de esta técnica se debe a sus
ventajas como el generar fibras uniformes alineadas, gran porosidad 80-95%, fibras de
poco didmetro (100-1100 nm), amplia superficie, propiedades mecénicas superiores y

un método simple de realizar (Rahmati et al., 2021).

De los polimeros naturales usados para la fabricacién de andamios, el
guitosano resulta de interés debido a sus propiedades biolégicas atribuidas a su
naturaleza cationica (Vazquez et al., 2015) como la activacion y modulacién de la
actividad inflamatoria de las células, propiedades hemostaticas o actividades
antimicrobianas (Levengood & Zhang, 2014). Por otro lado entre los polimeros
sintéticos, la policaprolactona es uno de los polimeros mas explorados en diversas
aplicaciones biomédicas debido a su caracter no inmunogénico, su versatilidad a
diferentes métodos de modificacidn de la superficie, alta resistencia mecéanica y lenta
degradacion (Siddiqui et al., 2018). Por lo anteriormente mencionado, en este estudio
se fabricaron andamios fibrosos de quitosano/PVA y PCL mediante la técnica de

electrohilado.
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Sin embargo se debe de tomar en cuenta que los andamios fabricados
Unicamente de quitosano no suelen ser lo suficientemente robustos por lo que se
suelen mezclar con otros compuestos como: gelatina, colageno y fibroina, para
mejorar sus propiedades mecanicas y bioldgicas (Lin et al., 2013). En el trabajo
consiguiente se utilizé el alcohol polivinilico (PVA) como co-polimero para mejorar las
propiedades mecénicas del andamio de quitosano, el cual es un polimero sintético que
ha sido usado ampliamente en conjunto con el quitosano para la generacién de
nanofibras (Croisier & Jérbme, 2013). También, se considerd que el PVA de alto peso
molecular (146-186 kDa) genera fibras mas uniformes y facilita el proceso de
electrohilado (Mwiiri & Daniels, 2020), por lo cual se opt6 por usar un PVA de PM de

146-186 kDa en el estudio.

Para la fabricacién de andamios de quitosano mediante electrohilado varios
trabajos han sido descritos como el trabajo realizado por Granja & Herrera (2018), en
donde se estandarizé un protocolo de electrohilado de quitosano/PVA, obteniendo los
mejores resultados con una concentracion de quitosano al 2 % p/v en acido acético al
70 % vivy PVA al 10 % p/v en agua destilada en una proporcion 1:1 respectivamente.
Sin embargo, no se pudo obtener fibras replicando el mismo protocolo a pesar de
contar con los mismos insumos como el quitosano de mismo grado de desacetilacion
debido al uso de un PVA de mayor peso molecular al usado en el estudio (PM=146-
186 g/mol). Es por ello que se optd por aumentar la proporcion de quitosano/PVA,
obteniendo los mejores resultados con una concentracion de quitosano al 3% p/v con
PVA al 7% en una proporcion de 1:3 respectivamente. Estas proporciones son
similares a los usados por Zhang et al., (2007), donde se pudo sintetizar nanofibras de
mejor calidad mediante electrohilado usando proporciones mayores de PVA al de
quitosano a partir de 60:40, las proporciones de igual forma se asemejan al estudio
realizado por Ohkawa et al., (2004), en donde lograron obtener nanofibras uniformes y

sin presencia de grumos a medida que la proporcién de PVA aumentaba, en
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especifico obteniendo resultados bastantes favorables en proporciones mayores a
30:70 de quitosano/PVA. La razdn del porque se obtiene mejores fibras a menor
proporcion de quitosano en relacion al PVA es debido al caracter ibnico del quitosano
el cual afecta el proceso de electrohilado de la solucién polimérica aumentando la
densidad de carga, al aumentar la densidad de carga las fibras generadas disminuyen
en diametro y si se excede la proporcién de quitosano respecto a la proporcion de PVA

la solucién no logra generar fibras (Jia et al., 2007).

Con respecto a la fabricacion de andamios de PCL (80 kDa), se pudo generar
fibras homogéneas libre de grumos trabajando con una concentracion de 10 % p/v
usando como solvente acetona. Esta concentracion concuerda con las usadas por
Colmenares et al., (2017), donde generaron fibras con PCL de diferentes pesos
moleculares (14.000, 45.000 y 80.000 g/mol) y usando de solvente acetona en donde
para el PCL de peso molecular de 80.000 g/mol se pudo generar fibras homogéneas

libre de grumos trabajando con concentraciones entre el 10 y 15 % p/v.

Para la caracterizacion de biomateriales la microscopia electronica de barrido
(SEM) es uno de los métodos mas utilizados brindando aumentos de 10X a més de
300000 X (Miti¢ et al., 2017). EI SEM convierte un haz de electrones producido por una
fuente en una sonda que recorre la superficie de una muestra en donde la interaccion
entre la muestra y la sonda de electrones produce varios tipos de emisiones, gue son
captadas por diferentes detectores, esto brinda informacion sobre la estructura de la
superficie de la muestra, la composicién y la conductividad eléctrica (Suga et al.,
2014). Las nanofibras de quitosano/PVA y PCL sintetizadas en este estudio fueron
caracterizadas por SEM, determinando asi los didmetros promedios con el software

ImageJd.

El diametro promedio de las nanofibras de quitosano/PVA fue de 123.9 nm esto

tiene bastante similitud con los resultados obtenidos por Sajeev et al., (2008), el cual
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obtuvo nanofibras de quitosano/PVA de promedio 120 nm trabajando a una
concentracion de quitosano 2 % p/v con PVA 8% p/v en proporcion 2:8

respectivamente.

En cuanto a las fibras obtenidas de PCL al 10 % p/v, estas presentaron un
didmetro promedio de 1231.6 nm este promedio de didmetro coincide con las fibras
estudiadas por Lim et al., (2008) el cual presenta un rango de fibras de PCL
(PM=80.000 g/mol) al 10% entre 200-1300 nm. Las fibras obtenidas en comparacion a
las de quitosano son de didmetro mucho mayor, el PCL de alto peso molecular tiene
mayor tendencia a generar microfibras en comparacion a otros PCL de menor peso

molecular que generan nanofibras (Colmenares et al., 2017).

Es crucial para los andamios promover la adherencia celular para la formacion
del tejido (Boudriot et al., 2006). La adherencia celular corresponde a la funcién de la
células a adherirse entre si, a la matriz extracelular o superficies a través de unas
proteinas de la superficie celular denominadas moléculas de adhesion celular (MAC)
(Alberts et al., 2002). Para evaluar la adherencia celular a los andamios en este
estudio se realizo un cultivo celular sobre los andamios de quitosano y PCL con

células HEK 293T.

Un factor importante en la adherencia celular es el caracter hidrofilico o
hidrofébico que presentan los andamios, en donde los andamios hidrofilicos presentan
una mayor adherencia celular en contraste a los andamios hidrofébicos (Bacakova
et al., 2011). El motivo de una mayor adherencia celular sobre superficies hidrofilicas a
superficies hidrofébicas se debe a una mayor adsorcion de las proteinas de
adherencia como es la fibronectina y vitronectina sobre las superficies hidrofilicas
(Grinnell & Feld, 1982). Por lo tanto, los andamios de quitosano y PVA que poseen un

cardcter hidrofilico (Duan et al., 2007) presentan una mejor adherencia celular en
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contraste a los andamios de PCL debido a que su carédcter hidrofébico (Cho et al.,

2015).

De igual forma el diametro tiene un rol importante durante la adhesion celular,
los diametros de menor tamafio presentan un area especifica mayor presentando una
mayor adherencia celular en parte debido a su mejor adsorcién de las proteinas de
adherencia y por ende mejorando la adhesién celular (Chen et al., 2009). Esto se ha
comprobado con varios trabajos como Chen et al., (2007), en el cual se cultivd
fibroblastos NIH 3T3 sobre andamios electrohilados de policaprolactona; o como en
los estudios llevados a cabo por Noriega et al., (2012), en donde se cultivé células de
condrocitos en andamios electrohilados de quitosano; en ambos casos concluyendo la
relaciéon inversa de a menor diametro mayor adherencia celular. Esto lo podemos
constatar con los resultados del cultivo celular en el cual mediante microscopia
confocal se logré determinar que los andamios de quitosano/PVA (123.9 nm)
presentaron mayor adherencia celular (612,7 um?>177,13um?) en contraste a los

andamios de PCL (1.2316 nm).
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Capitulo VII: Conclusiones

Se logré sintetizar nanofibras de quitosano/PVA uniformes libres de grumos
mediante la técnica de electrohilado estableciendo un protocolo con concentraciones
de 3 % p/v de quitosano y 7 % p/v de PVA en proporcion 1:3. También se obtuvo
nanofibras uniformes sin la presencia de grumos de policaprolactona trabajando con

una concentracion del 10 % p/v.

Se determiné el diametro promedio de los andamios de policaprolactona 'y
quitosano mediante microscopia electrénica de barrido en donde se obtuvo un
didmetro promedio de 123.9 + 1.1 nm para los andamios de quitosano/PVA y un

diametro promedio de 1231.6 + 18 nm para los andamios de policaprolactona.

Se encontré una mayor capacidad de adherencia celular de células HEK 293T
luego de 24 horas cultivadas sobre andamios de quitosano/PVA en comparacion al
cultivo celular realizado sobre los andamios de policaprolactona, teniendo un area
celular para el quitosano de 612,7 um? en contraste al area celular de la policaprolactona
177,13um?, esto debido al caracter hidrofilico de los andamios de quitosano/PVA y su

didmetro de nanofibras menor en comparacion a las nanofibras de PCL.
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Capitulo VIII: Recomendaciones

Con la finalidad de promover una mayor adherencia celular sobre los andamios
de policaprolactona se recomienda la sintesis de fibras de menor diametro a las

expuestas en este trabajo de 1231.6 nm.

Se recomienda la implementacién de lecturas de espectrofotometria para el

analisis de adherencia celular el cual constituye una prueba cuantitativa.

Se puede implementar nuevas técnicas de electrohilado a los andamios
expuestos como el electrohilado coaxial para generar andamios con aplicaciones para

la entrega de farmacos.

Se puede llevar a cabo un estudio para funcionalizar la superficie de los

andamios con compuestos bioactivos de interés para futuras aplicaciones médicas.
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