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Una de las causas mas comunes de muerte durante la etapa de recuperacion de una lesion
cutaneees la necroside la zona dafiada, esto debido al poco cuidado que se le da a la herida.
En los ultimos afos, la ingenieria de tejidos ha desarrollado materiales que propician un
ambiente adecuado para que se lleve a cabo el proceso de cicatrizaciéon. Dentro dedtessmateri
recientemente desarrollados se encuentran los apdsitos, los cuales son hidrogeles que ayudan a
absorber los exudados durante la cicatrizacidorigdan ademas la posibilidad de liberar

sustancias bioactivas al sitio de la herida.
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En este trabajge prepararon apésg@itocompatiblesle hidrogel medianta técnica de
moldeo y evaporacion de solvenem donde se utilizaron soluciones poliméricagu&sano
(CH) y gelatina (GE) Para volver al hidrogel &s rigido y consistente, se reticutdn
glutaraldehido (GA). Como variables de experimentacion se exploraron distintas
concentraciones de GE y GA, asi como dos mecanismos de reticulacion (en disolucion y por
CVD) Cada uno de los apésithgeron caracterizados en térmirdes su composicion quimica
topografia, rugosidad, hinchamiento, propiedades mecanicas, citocompatibilidad, adhesion y

proliferacién celular.
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I. Introduccién

I. INTRODUCCION

Una lesion es un dafio que ocurre en el cuerpo y este puede ser causado por quemaduras,
golpes, accidentes, entre otros. Las heridas son lesiones que dafian al tejido cutaneo, subcutaneo
e inclusivemuscular deierta area en el cuerpo humahba.recuperacid de una herida implica
la ocurrencia de un proceso en varias etapas: la coagulacion, inflamacion, proliferacion y
cicatrizaciont La coagulacion tieneomo funcion detener la hemorragie la zona afectada.
Consecuentemente, en la etapa de inflamasgtieva a cabo un proceso exudativo en el cual
las células inflamatorias producen enzitis@ssomalesasi comaspecies reactivas de oxigeno
las cuales ayudan a propiciar un ambient@&aateriano.Seguido de esto, es en la etapa de
proliferacion donde los queratinocitas estiran y contragoara formar una barrera en la parte
superior de la heridgue no permite el contactmn bacterias y especies exdégedasante el
desarrollo yla expansion déos fibroblastos. Por dltimo, la cicatrizacion de la herida culmina
con la etapa de maduracion que tiene como objetivo alcanzar el esfuerzo tensil maximo de la
zona recuperada después de la degradacion, organizacion y resiidetide lamatriz

extracelula” 4

Para llevar a cabo este proceso, es necesario que el area dafiada cuente bimmigneam
donde el pH, humedad y presion de oxigeean los adecuados, asi comm atmosfera
antimicrobian&:® El organismopuede propiciar estembiente ademas deresentar respuesta
rapidaen la cicatrizacién de heridas con areas pequefiasirgiargoges dificil llevar a cabo
este procedimiento cuando el area de la herida es relativamente grande. En busca de nuevos
tratamientos para la regeneracion cutddeajna afos a la fecha se ha explorado el desarrollo
de apositos de hidrogel con distintas propiedades, en parjmliaulas delgadas, rugosas y
resistentes capaces de propiciar la adhesion y propagacion de células de 14dermis.

Un hidrogel es una regdolimérica tridimensionatapaz de retener su peso en agua para
después liberarlo o difundirlo al exterior. Es debido a esta peculiagigdos apositos de
hidrogel son muy atractivos para el tratamiento de heridas, ya que al mismo tiempo de propiciar
la retencion de sus exudados son capaces de liberar farmacos al estar en contacto directo con
ellas Entre los distintos materiales polingrs a partir de los cuales se puedtetizar los

apositos de hidrogel se destacandmpolimerosaturales, misnmsquese puede obtener de



I. Introducciéon

distintas fuentes como el almidén (tubérculos), algas (alginato) bacterias (dextrartal plan
derivados (ckilosa), etcDe particular atencion para este proyecto seran el quitosano (CH) y la
gelatina (GE) que se distinguen por su citocompatibilidad y biodegradabilidad (ademas de otras

propiedades importantes que seran descritas mas adelante).

En este trhajo se prepararon apoésitos de hidrogel a partir de solugotiegricasde CH
y GE reticulados con GAvariando la concentracion de GEel agente reticulante glutaraldehido
(GA), asi como el métodde reticulacion (en disolucién y por deposicidon quimica de vapor
CVD). Los hidrogeles sintetizados se caracterizamediante espectroscopie infrarrojopor
reflexion total atenuada (FTHRTR), microscopia de fuerza atomica (AFM)ravimetria
(ensayos d@inchamiento) ensayos mecanicos de pungi@nsayos bioldgicos de sembrado
celular, tincién celular, ELISA y microscopias 6ptica y de fluorescencia confocal. Se llevaron a
cabo analisis estadistiede los resultados por el método de analisis de lavzai (ANOVA)

deuna via con métodos posthoc Tukey y Bonferroni.



[1. Justificacion y objetivos

ll. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Las heridas solesiones que dafian la piebtyos tejidos del cuerpo, los cuales son causados
como resultado de un accidente, incision quirdrgica, entre otros. El cuerpo humano tiene la
capacidad de llevar@abo lacicatrizacién de heridas en areas relativamente pequaitagje
para areas mayoress necesarimbservarun control en las condiciones de cicatrizacion,
primordialmente para evitar la infeccionldenisma.En el contexto de la ingenieria de tejidos,
a la fecha se hatesarrollado materialésocompatibles, biodegdables y no toxicofs cuales
propicianeste tipo de ambientes de cicatrizacyue tambiémpresentan la posibilidad der
cargados con algun farmaco de interés para su difusion contrBladeque un biomaterial
puedaser considerado en la practica clinica, este debe@aidado como efectivo, seguro y
costeable. Derivado de esta necesidad, surge el interés de este proyecto por desarrollar un

sistema con tales caracteristicas.

2.2 Objetivo general
El objetivo general de este proyecto esadeslar apositogitocompatibles base d€H y

GE para aplicaciones biomédicas

2.3 Objetivos especificos
- Sintetizar apésitosde CH y GEpor la técnica de moldeo y evaporacion de solvente,
explorando como variabldas concentraciones de GE y GA (agente reticulanteomso el

mecanismo de reticulacion (en disolucion y por CVD).

- Caracerizar los apdsitos de hidrogemateriales precursores #mminosde suestructura y

composicion quimica pdfTIR-ATR.

- Evaluar los apésitos de hidrogel en términos depsapiedades fisicoquimicas y de

superficie poensayos de hinchamienfcdAFM.

- Evaluarapositos seleccionados en términos de sus propiedades biolégicas por ensayos de

sembrado celular, tincion celul&lISA y microscopias éptica y de fluorescencia confocal.



1. Antecedentes

[ll. ANTECEDENTES

3.1 Biopolimeros en aplicaciones biomédicas

Los biopolimeros son polimeros de origen natural compuestos por series de unidades de
monosacaridos (mondémeros) que se mantienen umbaBante enlaces glucosidicos. Los
biopolimeros estan facilmente disponibles a partir de diversas fuentes, como las algas (alginato),
plantas (almid6n), animales (quitosano) y microorganismos (dextrano). Cémo se reporté en la
literatura reciente, pueden dificarse facilmente quimica y bioquimicamente y son altamente
estables, seguros, no toxicos, hidrofilos, formadores de gel y, lo que es mas importante, a
menudo biodegradables, lo que respalda su uso cada vez mayor en aplicaciones de ingenieria de
tejidos y medicina regenerativa. Adgs, dentro del cuerpo humamealizan funciones

biolégicas Unicas, desde la sefializacion celular hasta el reconocimiento inmunéfdgico.

Ejemplos de biopolimeros empleados de forreaurrente para producir vehiculos o
dispositivos para la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa incluyen al quitosano,
dextrano, acido hialurénico, alginato, heparigeatina,almidén, entre otros, los cuales estan
presentes en la matriz extgiular de células y tejidos. Dos de los biopolimeros mas estudiados

en la actualidad para aplicaciones biomédicaet@H y la GE

3.1.1 Quitosano

El CH es un polisac8rido biocompatidfhhe y Dbi
anhidroglucosaminoy N-acetitb-1,4-anhidroglucosamino(Figura 1), proveniente de la
desacetilacion parcial de la quitina (que es extraido de cascaras de crustaceos), ya sea por medio
alcalino o por hidrolisis enzimatica. El CH es identificado por la fraccion de residdas de
unidades Nacetilglucosamino en la cadena polimérica que se designa por el grado de acetilacion
(DA). El DA influye de manera importante en las propiedades fisicoquimicas del CH, como la
solubilidad, reactividad, biodegradabilidad y la respuesta céftfaTambién dictado por el
DA, el CH posee aminas alifaticas que pueden ser protonadas por acidos, presentando valores
de pKa de entre 6:8.51° Importante la presencia de grupos amino en la estructura del
biopolimero le provee cationicidad y consecuentemente la capacidad de formar complejos de
polielectrolitos y derivados de nitrogeto'® Este biopolimergresentarbiodegradhilidad y

biocompatibilidad, asi como de toxicidad nula y antimicrobial.
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Debido a lo anterior, el Ce ha estado utilizando en ingenieria de tejidos ya sea en geles,
membranas, nanofibras, microparticulas, nanoparticulas, andamios, esporija®oetsu
natualeza quimica, el CH presenta propiedades mecanicas pobres, las cuales pueden ser
mejoradas utilizando un entrecrutarcomo glioxal(Figura 2 a), epiclorhidrina(Figura b)o

glutaraldehidqFigura 2 c)y mezclandolo con otros biopolimerds.

- ___ CH, _
o)
OH
NH
o 0
4+ L~
] HO o HO 0]
NH,
OH
L —Jm| _|n
Figura 1. Estructura quimica del quitosano
a)
H O
@] H
b) 0 9 0 o)

Cl J\/\/U\
H H

Figura 2. Estructura quimica da) glioxal, b) epiclorhidrina y c) glutaraldehido

3.1.2 Gelatina

Por otra parte, I&E es un polipéptidobtenido a partir de la desnaturalizacion del colageno
de tipo | y este mismo se puedetener de distintas fuentes tanto de origen marino, bovino,
porcino, aviario, eté® Dependiendo del tratamiento que se lleve a cabo para su
desnaturalizacion, se obtienen dos tipos dedbHaextraccion acida se obtiene GE de tipo A

y en laextraccion alcalina se obtiene GE de tipdSB.reportado que la Gie tipo A tiene su
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punto isoeléctricae pH 79y la GE de tipo B presenta su punto isoeléctiiepH 4.85.11.21:22

La GE esta constituida cominmente por 18 aminoacidos los cuales se ordenan o se encuentran

en mayor proporcion que otros dagendo de la fuente de origéfigura 3.

Asimismg es comunmente representada como un oligopéptido de gligmaina e
hidroxiprolina?®24Sin embargo, este biopolimero cuenta con grupos colgantes que pueden tener
interaccion congrupos reticulantesLos grupos amino de la lisina sonslgrevistos y
espacialmente habilitados para interaccioppaa gqu e est os se encuentrar
estructura del aminoécido, lo cual deja al grupo amino expuesto hacia el sd\demas cabe
destacaque, por el pH fisiolégicode la GE eraplicacion, el grupo amino de la lisina queda
cargado positivamente debido al pKa de 10.5 con el que cidm@aGE presenta excelentes
propiedades tanto de biodegradabilidad como de formacion de peliculas, sin emsbargo
aplicacion s ve limitada debido a sus limitada®piedades mecanicas y su rapida disolucion
en medio acuosos. Adual que el CHIlas propiedades de GE también se pueden mejorar

utilizando un entrecruzantenyezclandolaon otros polimero®:2’

OH

—N CH;

MN—(lgH—c:—N—(lj,H—

0—0—0—0—0Q
-
o=0

Figura 3. Estructura quimica de la gelatina

3.2 Hidrogeles
Un ambiené con pH, humedad, ambiente antiséptiate presion de oxigeno apropiados

acelera el proceso de cicatrizacim una heridaeste tipo de ambientes puede ser procurado
con la utilizacién de apdsitos de hidrageEstos materiales pueden funciomalemasomo

vehiculos para la liberacién controlada de farmakmsuales son una alternativa para regular
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la biodisponibilidad de los agentesapéuticosal mismo tiempo de absorber exudados de una
herida Dependiendo de la formulacidn del ageetapéuticoy la aplicacion, el farmaco puede

ser liberado desde unas horas hasta nféses.

Para sustentar este proyecto, se realiza revision bibligraficasobre lapreparacion de
hidrogeles de CH y GEeticuladosRusanu y colaboradoresintetizaron a@sitos de hidrogel
con CH y GE® Se prepararon por separado solucica@sosas de CH y GE @&%p/pen 1
%p/v en CHsCOOH Se mezclaron voliumenes iguales de las soluciones pmlaaéor 6 h a
25 °C ylas mezclas resultantes fueron liofilizadBsmaterial fue inmerso en una solucion de
tripolifosfatode sodio(TPP al 1 %p/p y puesto en contacto con el reticulante en intervalos de
0, 30,60 y 120min.

Figura 4. MicrografiasSEM de los cortes transversales de hidrogeles. (A jm&8rialessin
entrecruzar, (C y Dgon30 min de inmersion en TPP; ¢£F) 1 h de inmersién en
TPP y(G y H) 2 h de inmersion en TPP.

El material fue liofilizado y se caracterizé mwrfologia y los efectos del entrecruzamiento
con TPP mediante microscopia electronica de barrido. Los hidrogeles reticulados con TPP
presentan una estructura mas uniforme y con poréseanente delimitados (Figury. £n la
Figura 5se observa el gradie degradacion que tuvieron los hidrogeles reticulados con tiempo
de inmersiorde 0, 30, 60 y 120 mian la solucion de colagenasa @8&ry 144 h.Se observo

guehay un mayor grado de degradacion del hidrogel con el tiempo de incubacién con la enzima,
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sinembargo, cabe destacar también que a medida que se incrementa el tiempo de inmersion del

hidrogel en TPP tiende a generar unastesicia mayor a la degradacion.

70

W 48h
N 144n
N
[ac3
©
(5]
©
o
g
&
o
ko]
©
) ‘ 1
T T
Cs-G, 0 min Cs-G, 30min Cs-G, 1h Cs-G, 2h

Figura 5. Degradacion de los hidrogeles en solucioralagenasa

La carga del farmaco, Norfloxacin por sus propiedades antibacterialeleViagal cabo
mediante el mecanismo de kareyer y Peppas, sumergiendaestras de hidrogel seco (20
mg) en 5 mL de una solucion al 2@ del farmaco a temperasuambiente por 72 #.Los
resultados muestran un intervalo de eficiencia de cde}a@9.5 lasta82.27% (hidrogeles
reticuladosde 2 h a 3@nin con TPP)Estos resultados sugieren que la eficiencia en el proceso
de incorporacién de farmacos a los hidrogeles depende directamente de la estruosidadpo
e interconexién de poros, todos ellos gobernados por el grado de reticulasiqrerfies de
liberacion del farmacalenota una eficiencia hasta del 66.85% en 24Plr dltimo, los
hidrogeles se caracterizaron por ensayastdeoxicidaden donde los hidrogeles de control, 30
min y 2 h de reticulaciéfueron mantenidosn un cultivo con fitoblastos durantesdy 72 h32
En ambos se observa un efecto de la matriz polimérica debido a la gran proliferacion celular

gue hay en el hidrogel de 2 h de reticulacdmparad@onlos demas (Figura)6
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48h 72h
Figura 6. Efecto del tiempo deeticulacion en hidrogeles para la proliferacion en cultivos

celulares.

3.2.1 Efecto del entrecruzante

Se reviso el trabajo dia Silva y colaboradorgen dondesintetizaron membranas de Qidr
entrecruzamiento coBA en distintas concentraciondesde 5x10hasta 0.1 M, dando como
resultadomembranas con grado de entrecruzamiento desde 0.1 hasta ekgpéstivamente
(CTSO0.1i CTS20)* Los autores llevaron @abo estudioge permeaciode iones empleando
una celda de difusién lateral, donde las membranas sintetizadas éggribbradas comuna
solucién amortiguadora de pHcolocadas a la mitad de la celda entre los compartimentos del
receptor y el donador, las concentraciones de ambos compartimentos ri@rborizadas

constantemente por espectroscapgaJ\V-Vis.

2 4 I;
01 solucion de PBS ]
w 1.5 O Soluciénamortiguadora TRIE 2 /Mg?* I
e
2
T . , ]
> el
. ]
N m ﬂ
0 T T 1
BA Ph PE SA

Figura 7. Permeabilidad de la membrana CTS00 salutos cano BA, Ph, PE y SA en distintos

medios salinos.
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Los aniones utilizados fueron acido benzoico, acidecétdl acido salicilico (BA, Ph y SA,
por sus sigla en inglg, respectivamenjey como idn neutro se empl@éfeniletanol (PE, por
sussiglas en inglés). En la Figurasé puede observar la permeacion de los distintos solutos en
una membranada sin GAonde el SA presenta una permeacion mucho mayor que los demas
solutos.Tambiénse realizaron caracterizaciords permeabilida@P), coeficiente de partion
(K) y de difusion aparentéD) utilizando las membranas reticuladas a distintos graiéos
reticulacion. En la FigurasBse muestra un incremento de la permeabilidad desde CTS00 hasta
CTSO05, sin embargo se define un declive de testdencia cuando se incrementa el grado de

reticulacion (hasta CTS20).

(b)

_iE'_”_%-I

F 4
& F{] e
5]
x »
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=
o "
o Solucién de PBS o Solucién de PBS
O 5 1 1 i 1 + +
& Solucién amortiguadora TRIS2/Mg?* 2 & Solucién amortiguadora TRIS&*/Mg?
o T T T T 0 T T T
1] H] 10 15 20 a ] 10 15 20
Grado de entrecruzamiento (%) Grado de entrecruzamiento (%)
(c) 454

4

3.5 .} .
1| . -
3 g

52y
2 L] e
=
(n] 1.5 -

1 =} Solucién de PBS

05 i Solucién amortiguadora TRIS&*/Mg?*
o T T T
L1} 5 10 15 20

Grado de entrecruzamiento (%)
Figura 8. Permeabilidad (a), coeficiente de particion (b) y difusiébn aparente (c) del acido
salicilico en soluciones de PBS y solucion amortiguadora -TRfSMg*? en

funcion del grado de reticulacidon

Ademas, cabe resaltar que hay una mayor permeacion clasnitidrogeles se encuentran
en solucion amortiguadora y se debe a la propiedad de quelacion que tienen los grupdé aminos.
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Asimismg hay una tendenciareciente B la K a medida que se incrementa el grado de
reticdacion en las muestras (Figura)8® La D puede ser calculadapartir dela razon de P/K

y en la Figura 8 se observa un declive de la difusién aparente a medida que se incremente el
grado de reticulacién, llegando a convenger difusiones de ambas soluciones salinas en una
misma muest (CTS20).

3.3 Apodsitos de hidrogel y su impacto en la cicatrizacion de la piel

Balakishnan y colaboradorgwepararorhidrogelesa partirde soluciones de 20 pép de
dialdehido de alginato (ADA, por sus siglasregiés con un grado de oxidacion d&1% y una
solucion al 15 Y/p de GE esto en presencia de Borax 0.1*M.0 masdestacable de este
trabajo es la caracterizacién biologicgrada en los hidrogeles, mismos gee estudiaron
durante 5, 10 y 15 dégpara observar la epitelizacida las incisiones hechas en algunas ratas.
En el dia 5 de observacion se denotaron granulos de inflamawid dermis, necesario como
prerrequisitogpara iniciar la curacié®. Ademas, se encontraron colonias de bacterias en la
incision sin hidrogel, mientras que la incision con hidrogel no tuvo colonias, esto se le atribuye

al medio antisépticque promueve el @ax (Figura $3

FELE ” 4
{a) .  (b) ) .
Bl Colonias bacterianas
S
T
A WY,
Nuevos 5 % N &
vasos R [ aew L 50
A
- P S0
AT . -
% Lt g
vt e
RS
S >

N

Figura 9. Histologia de secciones de herida pignaelas con hematoxilina y eosina en los

bordes de la heriden @) sin aplicar hidrogel agDx y (b) aplicando hidrogel a 300x
en el quinto dia de observacioRotografias de heridas en el quinto dia de

observacion; sin aplicar hidrogel (c) y aplicaredbidrogel (d).

11



1. Antecedentes

e-epitelizacion LSy bag)
casi completa A %

Epidermis | - y 4 ' —
[t § 5. Queratinocitos con pigmentos de melanir

1. Histologia de secciones de herida pigmentadtas hematoxilina y eosina en &eccién
transversal de la herida en (ax6y (b), 150x en el quinto dia de observacion.
Fotografias de heridas en el quinto dia de observacion; sin aplicar hidrogel (c) y
aplicandcel hidrogel (d).

Colageno solo en
los bordes

i L D

e kY
Figura 11. Histologia de secciones de herida pigmentadas con hematoxilina y endios

bordes de la herida €n) aplicando hidrogel al5x y (b) sin aplicar hidrogel a 6
en el quinto dia deobservacién. Fotografias de heridas en el quinto dia de

observacion; sin aplicar hidrogel (c) y aplicardbidrogel (d).

Durante el dia 10 hubo formacion de colageno nuevo y de nuevo tejido, casi por cerrar la
herida, y también se denot6 la formacte tejido granular, el cual es esencial para el cierre de

12
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la herida (Figura 10). Para los 15 dias de observacion, el area afectada se volvié pequefia y de
tejido proliferativo de fibroblastos. Ademas, se observa coladgeno completamente formado en la

dermis(Figura 11).

3.4 Hipotesis
Los apdsitos de hidrogel preparadas a baseHlg GE serancitocompatiblespresentaran

las propiedades mecéanicas adecuadasspeaplicacion potencial en el terreno biomédico

13
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de apositos

Se prepararon apaositos de hidrogel con una solucién fi@al 2 %p/v y soluciones de
GE con concentraciones variabied 0 al 4%pl/v, replicando cada apésito por triplicado @M1
M3) y etiquetandolos segun soncentracién (CH 2:0 &1 CH 2:4 GE).En la Figura 1&e
muestran fotografias en vista de planta de la memiZaha:1 GE en funcion del tiemp8e
puede observar partir del primerdia las membranas adoptana tonalidacamarilla tenuda
cual se va ir@nsificando a con el tiemphasta alcanzar una tonalidad oé&edemas, este cambio
de tonalidad no solo cambia con el tiempo sino también con la concentracién de GE, es posible
observar en la Figura 18ue a medida que se incremelgaconcentracion de estltimola
tonalidadamarillo ocre se intensificd.o anterior se atribuya la progresion paulatina de la
reticulacionmediada por eGA resultando en lformacion de bases de Schiff. fammacion de
bases de Schiff por reticulacién de polisacarifugar a o cambio de color amarillo tenae

amarilloocre3®

Muy importante, las membranas oliti&as mostraron una tonalidad y espesores uniformes

después de su desmolde, lo que significa que la técnica desarrollada/optimizada es reproducible.

Figura 12. Evolucion de la reticulaciodel hidrogel
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Figura 13. Sistemas reticulados

4.2 Caracterizacion quimica de losapositasy sus precursores

El efecto de la adicion del reticulante y la variacion de la concentracion de GE en la matriz
polimérica provoca un aumento o decremento en la intensidad de las barelasfrarrojo
debido a la aparicion de nuevos enlaces provocados por la condensacion de aminas (en nuestro
caso provenientes de CH y GE) con un grupo carbonilo (provenientes del GA) en la red
polimérica’ En la Figura 14) es posible observar las bandas caracteristicas e invariables de
3372 {OH yi NHy), 2926 (CH), 1542 (amida Il) y 1027 ci(-C-O y CG-C). Sin embargo, cabe
denotar que la sefial a 1635-ten una primera instancia sefial6 como una amida |, la cual

es caracteristica de estos grupos después de llevar acabo la desacetilacién de la quitina.

En la Figural4 b) se presenta un acercamiento de la banda a 1638rcaionde es posible
denotar un crecimiento de esta 8am medida que se incrementa la concentracion de GE en la
matriz polimérica. Lo que se sabe de esta banda es que corresponde a la vibracion de amidas
tipo | presentes de manera natural en los polisacaridos, sin embargo, también es caracteristica
de la fomacion de bases de Schiffa Figura 15determina el mecanismo de reaccién de la
formacionde basesde Scleffn  donde se involucra | a-amimbi ci - n
hacia los grupos carbonilo de uno de los aldehidos terminales del glutataldatd formar un
intermediario llamado carbinolamina, seguido de la protonacion del grupo hidroxilo y de la
perdida de agua hasta llegar a la formacion de la imina (base de S¢Rifrlo tanto, el
crecimiento observado en nuestros sistemas con la reticulacionbsgeti esto Ultimo. Esto
también se puede corroborar con el area bajo la cerlalthnda de interés (Figurad4donde

a medida que se incrementa de concentra la concentracion de GE el area de la banda aumenta.

15
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Cabe mencionar también que por las condies acidas y por la especie del reticulante es muy

probable que se lleve este tipo de mecanisthos.
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Figura 14. a) Espectros de FTHRTR normalizados de muestras reticuladas con 1% de
GA. b) Acercamiento de bandas de interés. c) Area bajo la curva de la banda a 1635 cm
(se incluyen resultados de las muestras CH 2:1 GE, CH 2:2 GE y CH 2:3 GE, cuyos
espectros no sonastrados en los grafico} ab)
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Figura 15. Mecanismo de reaccion éformacion de bases de Schiff

4.3 Caracterizacionde la topografia y rugosidad de los apésitos.

Apésitos seleccionados (CH 2:0 GE y CH 2:4 GE) fueron reticulados por CVD vy
caracterizados por AFM, estudiando también la muestra CH 2:4 GE como blanco de
comparacién. Se obtuvieron micrografias en 3D a partir de las cuales se determinddadugos
de cada muestraifuras 16 ec y 17). Enlas Figuras 1&-c se muestras las micrografias 3D
obtenidas donde se destaca que los apdsiticslados por CVD (Figuras 18y 16c) presentan
protusiones con mayor proporcion y mayor altura queuastra sin reticular (Figura B del
aposto CH 2:4GE el cual presenta una superficie mayormente plana con valles muyckepara
dejando una espie de llanuras en el material, ademas de que estos valles se encuentran a una

altura medianamente corta.

Estos resultados reflejan el efecto marcado de la reticulacion superficial derivada del
reordenamiento de las cadenas poliméricas. Con la édoldel proceso de reticulacion, las
cadenas poliméricase unen gradualmente unas con otredyciendo asi su movilidad debido

a las limitaciones de espacio y al incremento de interacciones laterales, reorganizandose asi en
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conformaciones empaquetadas abmensiones incrementadas. En la subfase, las cadenas se
enredan con vecinos homdélogos en su mayoria, mientras que las interfaces también pueden
formar ondulaciones intramoleculares que son pregesera hidratarse por la humedad
ambiental’® Finalmente si el area superficial se restringe ain mas por el enredamiento, tanto

las cadenas interiores como las exteriores se estiran, adoptando un estado coffdensado

CVD.

CH 2:4 GE S/R

CII2:0 GE CVD

CH 2:4 GE CVD

0 10 20 30 40 50 60

RMS (nm)

Figura 17. Rugosidad en la superficie de las membranasnidids de la region-X 10 x 10
em. S/R significa sin reticular quimicamente.

Curiosamente, la topografia mejorada de las membranas reticuladas por CVD implicé tanto
un incremento claro en el RMS (Figura 17) desde 35 nm (exhibido por una membrana de CH

18
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2:4 GE no reticulada) hasta aproximadamente 45y 60 nm (membranas CH@WDSECH

2:4 GE CVD, respectivamente). Al igual que se discutira en las proximas secciones, se cree que
las crestas observadas y los grandes RMS promueven el acomodamiento temprano de proteinas
de anclaje a lo largo de la superficie de la membrana agartival la adhesion y proliferacion

celular son promovidas. Esto da evidencia de que el método de reticulacion mejora la topografia

de los apésitos. La topografia también se vio favorecida con la concentracién de GE.

4.4 Evaluacion de las propiedades de hif@amiento de los apdsitos

La Figura 18muestra lasurvas de hinchamiento que presentaron cada uno de los apositos
sintetizadosLos apositos que presentaron mayores valores de hinchamiento en el equilibrio
fueron CH 2:3 GE y CH 2:4 GE (adoptando valores de entre 70 y. 80%)to de los apdsitos
presentaron valores inferiores de hinchamiento de entre 40 y 50%. Estos reseltauestichn
gue la GHEmejora la afinidad por el agua exhibida por los apésitos, misma que se anticgpa com
favorable para la aplicacion biomédica propuesta (los apositos que presentan afinidad por agua

sonen general altamente citocompatibles
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Figura 18. Curvas de hinchamiento de los apdsitos de hidrogel

Las cuvas presentadas en la Figurafd&ron ajustadas a distintos modelos para determinar
los parametros cinéticos de hinchamielo la Figura 1%e muestra el ajuste a un modelo de
segundo orden que relaciona el tiempo dividido por los valores determinados de hinchamiento

con el tiempo. A partir del ajuste es posible caldalaonstante de hinchamiergn el equilibrio
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(Keg) y elhinchamiento erel equilibrio (Wg). En la Figura 2@s posible observar que a medida
gue se incrementa la concentracién de GE en el apéstttarda mas en hincharse (a mayores
Keq €l material se hincha mas rapid@unque se denotambiénun mejoramiento en la

capactlad de hinchamiento en el equilib(feigura 21).

Figura 19. Ajuste de las curvas de hinchamiento a un modelo de segundo orden

Figura 20. Constantede hinchamiento en el equilibrio vs concewstén de gelatina en el

sistema.
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