SEP SES
TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tijuana

Centro de Graduados e Investigacion en Quimica

Trabajo de tesis

“Membranas de quitosano y alginato de doble red con potencial aplicacion en
ingenieria de tejidos y medicina regenerativa”

Presentado por

1.Q. Melanie Zavala Ayala

Para obtener el grado de:

Maestra en ciencias en quimica

Director de tesis:

Dr. Manuel Alatorre Meda

Codirectora:

Dra. Eustolia Rodriguez Velazquez

Tijuana, B. C. Enero de 2022



Carta de liberacién de tesis

@) EDUCACION e

‘\r‘o SECRETANIA DR EDUCACION POBRLICA

GUADALUPE MERNANDEZ ESCOBEDO
JEFZ DE IA DIVISION DE E3STUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
PRESENTE

s que suscriben tilenen & bien informar gque 21 manuscrite de tesis titulade
m&abzanas de quitosano ¥y alginato de doble red con potencial aplicacién en
ingenieria de tejidos y medicina xoqonoxativu" presentade par la €. uolanxo
ZIVIh Ayala, (con namero de ol M20210030), cumple con los 181

atO para tesls de Ms en Clenclias en Quimica. FoIx

Yy 1oImat F

ATENTAMENTE

. / U*fl-"v‘( "‘.‘(A
DR/ mz‘:n. Amoxq{l MEDA

Presidente
a4
y 4
/) S
DRA. KARLA RA ESPINOZA DUENAS DFA. EUSTOLIA RODRIGUEZ VELAZQUEZ
Secretario del Jurado Vocal del Jurado
P Oficing de Titulsaclon
. Expediente
.p- Interesad
MAM/ EAED/ER
L OR
.‘...h ’




Carta de autorizacion de impresion

S FRAL GL mEAKD

EDUCACION % ——

Inatituto Tecnolégico da Tijuana

Tijuana, Baja California,
27 fenero f 2023

OFICIO Ho. [REFIV.ASEk]rr

Antorizacion de Impresion de Pesis

Asanto:

MARTEBEL GUERBERD LUIS
JEFA DEL DEPARTAMENTO DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE

En lo referente al trabajo de tesis, “Membranas de guitosano y¥ alginato de doble red con
potencial aplicacidim e=n inganieria de tejidos y medicina regensrativa™. Fressntado por C.
Helanie Bavala Ayala, alumna de la Mamstria =n Ciencias en Quimica con numero de control
HZD210030; informo a usted gue a solicitud del comitce de tutorial, tengo a bien Antorisar
la impresion de Tesis, atendiendo las disposiciones de los Lineamientos para la Operacidm
de Estudios de Posgrado del Tecnologico Wacional de Maxico.

3ip mis por =l momento le= envid un cordial saludo.

ATENTAMENTE
Excelancia en Edocacidn Tacnoldglicoas

S EDUOACION | [P
ETITLTD TRGHELENED O THLLEHA.

. Lo alia e, (ol BT
FUADATLTFE HEEMANDEE ESCOBEDD i

JEFE DE DIVISION DE ESTUDIOS DE POSCRADO E INVESTIGACION

cop. Archiws

GHE/ lap

e



Carta de cesion de derechos

EDUCACION | [ e,

Instituto Tecnologico de Tijuana

INSTITUTO TECNOLOGICO DE TIJUANA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
CARTA DE CESION DE DERECHOS

En la cmdad de Tijuana, B.C. del 12 de enero del 2022, MELANIE ZAVATA AYAT A alumna del
Programa de Maestria en Ciencias en Quimica con nimere de control M20210030, mamfiesta que es
autor del presente frabaje de tesis bajo la direccion del Dr. MANUEL ALATOREE MEDA v la Dra.
EUSTOLIA RODRIGUEZ VELAZQUEZ, y cede los derechos del trabajo intitulado "Membranas de
quitosano ¥ alginato de doble red con pofencial aplicacién en ingenieria de tefides y medicina
regenerafiva” al Tecnologico Nacional de México/TT Tijuana para su difiusion con fines académicos v de
Investigacion.

Los usuanos de la mformacién no deben reproducir el contenido textual, figuras, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del director del trabajo. Este puede ser obtenido escribiendo a la siguiente
direccién de correo electromico: manuel alatorref@tectijnana edu mx. 5i el permiso se otorga, el usuaro
debera dar el agradecimiento comespendiente v citar la fuente del misme.

MELANIE ZAVAT A AYATA

AV 3
O Oz

Calzada del Tecnolagico 5/M Esg. Castilly de Chapultepec y calle Cuauhtemotzin, Fracc.
Tomas Agquino CP 22414 Tjuana, Baja California. Tel. 01 [664) 6078400 Est 101
e-maik dir_tijuana@tecnm.mx | tecnimumx | Tiuana. tecnm.mx




Contenido

Contenido
Carta de lIDEraCion e TESIS........cuiiieiiirieiee e I
Carta de autorizacion de IMPIESION ........cceiieiveiecie e erie e sre e e e snes ii
Carta de CeSiON de UEIECNOS. ..ot \Y%
LiSta 08 ADIEVIATUIES .......eviiiieiiti et vii
LSEA 08 FIGUIAS ...ttt bbb viii
LiSta 08 tADIAS ... s X
AANEXOS ..t R et b e r e Xi
AGIA0ECTITHENTOS ...ttt bbbttt bbbttt s et e e bbb b nneeneas xii
Reconocimientos iNStITUCIONAIES ..........c.ooiiiiiiiiicee e xiii
RESUIMEN ...ttt b bttt b ettt n et b et nes Xiv
Publicaciones producto de 12 teSIS.........ccvueiieieiieieee e XV
I INTRODUCCION.......coiieiieeeeeeeeeeee e ses e eses st sn st s st nannens 1
1. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS........oo e 3
2.1 PlanteamiENtO.........couiiiiiiiiiees et 3
2.2 ODBJELIVO QENEIAL......cc.eiiiicie et 3
2.3 ODJetiVOS ESPECITICOS ...cviiuiiiiiiiieeie sttt sre e 3
. ANTECEDENTES ...ttt et 4
3.1  Biopolimeros €N TERM ... 4
311 CHI bbbt 5
312 AL et be e 10
3.2 HIArogeleS PEC .......ooiiiiiiiieieee ettt 12
3.3 Hidrogeles de dobIe red..........cooiiiiiiiiiiiee e 13
IV,  RESULTADOS ...ttt et nne e 17



Contenido

4.1  Caracterizacion mecanica de hidrogeles CHI-ALG PEC...........cccccocevvevieenen. 17
4.2  Caracterizacion fisicoquimica de hidrogeles CHI-ALG PEC ...........ccccovnee. 20
4.2.1  Determinacion del grado de desacetilacion del CHI ... 21

4.3  Caracterizacion mecénica de hidrogeles CHI-ALG DN .......ccccocevvviveininanns 22
4.4  Caracterizacion de las propiedades de SUPErfiCie........c.ccooeviiiiiinincicincnine 24
4.5  Caracterizacion de las propiedades biolOgiCas..........cccuereriieniinienciciecene 25
451  CitocompatiDilidad .........ccooiiiiiiiiice s 25
452  Adhesion y proliferacion CEIUIAr ...........c.coviiiiiiniiiiieee e 26

V. METODOLOGIA ..ot tee sttt 29
5.1  ReACHIVOS Y SOIVENTES.......ccueiiieeccce e 29
5.2  Sintesis de hidrogeles CHI-ALG PEC ... 29
5.3  Sintesis de hidrogeles CHI-ALG DN........ccccoooiiiiieie e 30
5.4 TECNICAS ANAITICAS ....c.veueieiieieiisieiee s 30
5.4.1  Pruebas MECANICAS........cceiuiireieiiie et 31
5.4.2 FTIR-ATR oo e e e e e e nnnaaee s 32
5.4.3  Microscopia de fuerza atdmiCa..........ceoveereieereneiee e 32

5.5  Pruebas DIOIOQICAS. ......c..cviirieieiiieeese e 32
55.1  Ensayos de citocompatibilidad ............cccooeiiiiiiniii s 32
5.5.2  Adhesiony proliferacion Celular ... 33

5.6 ANAIISIS StAdISTICOS. ... c.eiuieiiieeieiiiieee e 34
VI, CONCLUSIONES ...ttt be et eenee s 35
VII. REFERENCIAS .. e 36
VL ANEXOS . ettt ettt ettt e e ae e beesnneene e 40

vi



Lista de abreviaturas

Lista de abreviaturas

Abreviatura
ALG

CHI

DA

DDA
DMEM

E

ECM

FTIR
FTIR-ATR
G

GA

GA/NH:

PECs
PS
RMN
TERM

TPP

Significado

Alginato de sodio

Quitosano

Grado de acetilacion

Grado de desacetilacion

Medio de cultivo Eagle Modificado de Dulbecco
Madulo de elasticidad

Matriz extracelular

Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier
FTIR de Reflectancia Total Atenuada

Acido o-L-gulurénico

Glutaraldehido

Razon glutaraldehido/unidad repetitiva de quitosano
Espectroscopia de Infrarrojo

Acido B-D-manurénico

Complejos de polielectrolitos

Fuerza de puncion en la rotura

Resonancia Magnética Nuclear

Ingenieria de Tejidos y Medicina Regenerativa

Tripolifosfato de sodio

vii



Lista de figuras

Lista de figuras

Figura 1. Estructura quimica del CHI ...t 6
Figura 2. Curva de calibracion de A) A1320/Azs0 Y B) Arzz20/A1420 en funcion del grado de
ACELHACION (DA 8
Figura 3. Diagrama de Carga vs. Desplazamiento de membranas reticuladas mediante la
técnica de deposicion quimica de vapor (A) y quimica en solucién (B). El
recuadro en (B) muestra un acercamiento de la curva CHO4GA-S mostrando las
tres zonas tipicas de los materiales fragiles: la elastica (zona I), plastica (zona I1),
y deformaciones por fractura (zona H1) ... 9
Figura 4. Micrografia confocal de las membranas sembradas con dos lineas celulares

(izquierda) y perfiles de topografia (derecha) ...........cccocvevviveiiece e, 10
Figura 5. Estructura quimica del ALG .........c.ooieiieii e 11
Figura 6. Esquema de la estructura de 10s PEC CHI/ALG..........c.ccocviiiiiiniiincieneeeae 13
Figura 7. Esquema de la sintesis de hidrogeles CHI DN .........cccocoiviiiiniiiniinnceces 15
Figura 8. Ensayo célula viva/célula muerta para viabilidad celular de los hidrogeles CHI DN
........................................................................................................................... 16
Figura 9. Curvas de carga vs. desplazamiento de hidrogeles CHI-ALG PEC a diferentes
Proporciones CHIEIALG .......ooiiiie e 18

Figura 10. Resultados del analisis estadistico de A) Mddulo de elasticidad, B) Fuerza de
puncion en la rotura, y C) Area bajo la curva de membranas CHI-ALG PEC. *

Indica los datos en donde se encontrd diferencia estadisticamente significativa (p

0,05 ettt b et e b et e e b et neare e 19
Figura 11. Espectros de FTIR-ATR de A) CHI nativo, B) ALG nativo, C) hidrogeles CHI-
ALG PEC 12, ittt 20
Figura 12. Espectro de FTIR-ATR del CHI NAtIVO ......cccouiiiiiiiiiiiriciceee e 22
Figura 13. Curvas representativas de carga vs. desplazamiento de hidrogeles CHI-ALG DN
1:2 a distintas relaciones GA/NH2 ........coiiiiiiiii e 23

Figura 14. Perfiles de topografia de A) hidrogeles PEC 1:2, B) hidrogeles DN 1:2
(GA/NH2=4 mol%), y C) hidrogeles DN 1:2 (GA/NH>=14 mol%). D) Rugosidad
de hidrogeles PEC e hidrogeles DN (GA/NH2=4 y 14 mol%)..........ccccervvrrrnnne 25

viii



Lista de figuras

Figura 15. Citocompatibilidad de hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 e hidrogeles CHI-ALG DN
1:2 (GA/NH2= 4y 14 MOI%0) ..ot 26
Figura 16. Microscopia Optica de ensayos de adhesion y proliferacion celular sobre la
superficie de hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 e hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 de
GAINH2 Z 4 MOIY0 .o 27
Figura 17. Imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de ensayos de adhesion
celular sobre la superficie hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NH2 = 4 mol%) 28

Figura 18. Camaras para la reticulacion n Vapor ...........cccceiveiieiesiee s 30



Lista de tablas

Lista de tablas

Tabla 1. Modulo elastico (E), Fuerza de puncion en la fractura (PS) y area bajo la curva de
hidrogeles PEC a diferentes proporciones CHEALG ..........cooeeiiiciciciiie 18
Tabla 2. Modulo eléstico (E), Fuerza de puncion en la rotura (PS) y area bajo la curva de
hidrogeles CHI-ALG- DN 1:2 a diferentes relaciones GA/NHa..............ccccvvenee 23



Anexos

ANnexos

Anexo 1. Resultados del analisis estadistico ANOVA para valores calculados de E de

hidrogeles CHI-ALG PEC ..o 40
Anexo 2. Resultados del andlisis estadistico ANOVA para valores calculados de PS de
hidrogeles CHI-ALG PEC ... 41

Anexo 3. Resultados del analisis estadistico ANOVA para valores calculados de area bajo la

curva de los gréficos de carga vs. desplazamiento de hidrogeles CHI-ALG PEC

Xi



Agradecimientos

Agradecimientos

Al Tecnologico Nacional de México y el Instituto Tecnologico de Tijuana por abrirme
las puertas a esta oportunidad. Y al CONACYT por el apoyo econdémico brindado durante la

realizacion del posgrado.

A mi comité tutelar por todo el apoyo, el tiempo prestado y la enorme cantidad de

ensefianzas.

Al doctor Ignacio Rivero, usted es la razon que haya ingresado y permanecido en el

programa de posgrado.

A mi madre, Maria Elena Ayala Lépez, por su apoyo incondicional durante toda mi

vida. Y a mi hermana Alyson que siempre me ha motivado a ser la mejor version de mi.

A mis amigas, Maria del Carmen Corral y Samantha Rios por estar siempre ahi para
mi en los momentos més dificiles. A Vanessa, Ashlie, Natalia y Columba por todo lo que

hacen, son unas mujeres increibles y las admiro muchisimo.

Finalmente, a mis compafieros de laboratorio Michelle y Sadl, porque ustedes
hicieron el trabajo mil veces méas divertido. Y a mis compafieros de generacion Adrian,
Eduardo, Brandon, Gonzalo, Victor y Sadl, por su gran compafierismo y apoyo en los

momentos dificiles de estudio.

Xii



Reconocimientos institucionales

Reconocimientos institucionales

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en los laboratorios de Cultivo
Celular y Microscopia Confocal del Grupo de Biomateriales y Nanomedicina del Centro de
Graduados e Investigacion en Quimica del Instituto Tecnologico de Tijuana, bajo la direccion
de:

Dr. Manuel Alatorre Meda
Y la codireccion de:

Dra. Eustolia Rodriguez Velazquez

Se agradece el financiamiento por parte del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) para la realizacion de los estudios de posgrado (No. de registro
1032953) y el desarrollo de esta investigacion a traves de los proyectos No. INFR-2015-
251863 y PDCPN-2015-89.

Asimismo, el suscrito agradece al Instituto Tecnoldgico de Tijuana por el apoyo

brindado para la realizacion de estos estudios.

Xiii



Resumen

Resumen

“Membranas de quitosano y alginato de doble red con potencial aplicacion en

ingenieria de tejidos y medicina regenerativa”
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Codirectora de tesis

Los hidrogeles de doble red (DN, por sus siglas en inglés) han sido ampliamente
estudiados en el contexto de la biomedicina debido a sus extraordinarias propiedades
mecanicas. Sin embargo, en la gran mayoria de los casos se utiliza por lo menos un polimero
de origen sintético, lo cual puede representar desafios en términos de biocompatibilidad y
biodegradabilidad. En este proyecto se sintetizaron hidrogeles de doble red a partir de dos
polimeros naturales, quitosano (CHI) y alginato (ALG), mediante la complejacién de los
polielectrolitos, seguida de un entrecruzamiento covalente de la red de CHI con
glutaraldehido (GA) para producir la DN. Las proporciones CHI:ALG y GA/NH2 que
resultaron en las mejores propiedades mecéanicas fueron elucidadas; asi como la topografia,

citocompatibilidad y adhesion celular.
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l. Introduccion

. INTRODUCCION

Existen mdltiples causas para la pérdida de oOrganos y tejidos, desde lesiones
traumaticas hasta numerosas enfermedades degenerativas. Si bien la medicina actual cuenta
con protocolos para el tratamiento de estas afecciones, las soluciones que proporciona son
imperfectas y frecuentemente derivan en complicaciones graves. Algunos de los problemas
méas frecuentes son la compatibilidad de donantes, rechazo del sistema inmunitario,

infecciones y cantidad limitada de tejido, entre otras.*

Aunado a esto, segun un estudio realizado por Argiiero-Sanchez y colaboradores,
entre los afios 2007 y 2018, la tasa de pacientes en espera de trasplante en México aumento
un 309%,? mientras que la tasa de donantes por millén de poblacién permanecio en 4.3 (pmp),
muy por debajo de la media de América Latina (8.2 pmp).® Todo esto ha impulsado el
desarrollo de alternativas como 6rganos mecénicos artificiales, xenotrasplantes y la

ingenieria de tejidos.*

La ingenieria de tejidos y medicina regenerativa (TERM, por sus siglas en inglés) es
una disciplina relativamente nueva con un enfoque interdisciplinario que integra
conocimientos de areas como la bioingenieria, medicina y ciencia de los materiales, con el
objetivo de crear sustitutos bioldgicos a través de la combinacion de andamios, células y

moléculas bioldgicamente activas para la regeneracion o creacion de tejidos funcionales.>®

Los hidrogeles de doble red (DN, por sus siglas en inglés) son sistemas reticulados
especializados, constituidos por redes interpenetradas con reticulacion de distinta naturaleza:
una con reticulacion covalente y la otra con reticulacion no covalente. Se diferencian de las
redes interpenetradas y semi interpenetradas (IPNs y semi-IPNSs, por sus siglas en inglés) ya
que las primeras se tratan de dos redes entrecruzadas de manera covalente, y las segundas

constan de una red meramente enredada o dispersa en la otra reticulada covalentemente.

En cuanto a los hidrogeles DN, generalmente se trata de un primer polimero con gran
rigidez, de alto peso molecular y altamente entrecruzado de manera covalente, combinado
con un segundo de menor peso molecular, menor grado de reticulacion (no covalente) y

propiedades mas elasticas.” Estos hidrogeles de doble red han ganado interés en la comunidad



l. Introduccion

cientifica gracias a que poseen alta resistencia a la fractura, lo cual los vuelve candidatos

excepcionales como andamios celulares para aplicaciones en TERM.®

Algunos de los materiales mas ampliamente estudiados para la elaboracion de
andamios celulares son los polisacaridos. Estos son polimeros de origen natural, por lo que
poseen propiedades idoneas para aplicaciones en TERM, ya que son facilmente modificables
quimica y bioguimicamente, son altamente estables, biocompatibles, hidrofilicos, tienen la
capacidad de formar geles y frecuentemente son biodegradables en condiciones fisiologicas.
Ademas, los polisacaridos son capaces de promover funciones bioldgicas importantes, tales
como la sefializacion celular, reconocimiento inmunoldgico, cicatrizacion de heridas y

regeneracion de tejidos.>°

Algunos de los polisacaridos més utilizados para aplicaciones en TERM son el
quitosano (CHI) y el alginato (ALG). El CHI se obtiene de la desacetilacién parcial o por
hidrolisis enzimatica de la quitina. La quitina es un polisacarido natural y es el polimero méas
abundante después de la celulosa, éste se encuentra en el exoesqueleto de artrépodos y en la

pared celular de hongos y levaduras.!

El CHI estd compuesto por unidades repetitivas de D-glucosamina y N-
acetilglucosamina unidas por enlaces p (1-4).1! Por otra parte, el ALG es un polisacarido
derivado de las algas marinas. Se trata de un copolimero aniénico compuesto por bloques de

residuos de B-D-manuronato y a-L-guluronato unidos igualmente por enlaces B (1-4).12

En el presente proyecto se plantea la sintesis y caracterizaciéon de membranas
producidas a base de los polimeros naturales CHI y ALG mediante la metodologia DN para

su aplicacidn tentativa como andamios celulares para cultivo celular y regeneracion tisular.



Il. Justificacion y objetivos

II.  PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

2.1 Planteamiento

Andamios celulares de la naturaleza propuesta brindan el potencial de desplegar
perfiles de biocompatibilidad y biodegradabilidad sobresalientes, ademas de exhibir
propiedades mecanicas y de superficie modulables. Lo anterior sin mencionar que la
metodologia de elaboracion es amigable tanto con el cuerpo humano como con el medio

ambiente.

2.2 Objetivo general

El objetivo general del presente proyecto es sintetizar membranas de CHI y ALG
siguiendo la metodologia DN y evaluar su aplicacion como sustratos para sembrado y

proliferacion celular.

2.3 Obijetivos especificos

» Elaborar membranas de CHI y ALG de doble red variando las proporciones de los

polisacaridos
» Caracterizar las propiedades mecanicas mediante pruebas de puncion

» Caracterizar las propiedades quimicas y de superficie de las membranas mediante
ensayos de FTIR-ATR y AFM

» Evaluar la viabilidad celular mediante microscopia dptica y confocal
* Realizar pruebas de citocompatibilidad mediante ensayos ELISA

» Efectuar estudios de adhesion y proliferacion celular



II. Antecedentes

I11. ANTECEDENTES

3.1 Biopolimerosen TERM

La TERM es una disciplina que ha surgido como alternativa a los trasplantes de
6rganos y tejidos. Esta se enfoca en la creacion de sustitutos bioldgicos que sirvan para
restaurar, mantener o mejorar la funcion de tejidos u érganos completos. Esto se logra
mediante la combinacion de andamios celulares, células vivas y algunas moléculas
bioactivas. Comunmente se emplean dos estrategias distintas para TERM, la primera consiste
en tomar una biopsia de células sanas autdégenas del paciente, las cuales son sembradas en
andamios poliméricos biocompatibles y estériles. Una vez que las células alcanzan cierto

grado de proliferacion, los materiales son implantados en el paciente.*®

Estos andamios celulares son matrices extracelulares (ECM, por sus siglas en inglés)
exogenas, con propiedades mecanicas similares a las del tejido a reemplazar y que favorece
la adhesion y proliferacion celular y generalmente son cargados con sustancias bioactivas,
como factores de crecimiento. En etapas tempranas posteriores a la implantacion, los
andamios proporcionan una matriz 3D temporal definida, la cual soporta y dirige el
crecimiento celular. Posteriormente, a medida que avanza el proceso de curacion, el andamio

implantado deberia degradarse o reabsorberse mientras se forma el tejido nuevo.®

Una segunda estrategia para la TERM implica la utilizacion de andamios acelulares
para el tratamiento de heridas superficiales. Los andamios acelulares son colocados sobre el
tejido dafiado y provocan su regeneracién actuando como puentes entre los segmentos rotos.
De la misma manera que los andamios celulares, los andamios acelulares guian la reparacion
del tejido presentando propiedades mecénicas y de superficie ajustables que en conjunto

promueven la adhesion y proliferacion de las céelulas.

Sea cual sea el tipo de andamio que se elabore, existen ciertas propiedades de los
tejidos a los que los andamios deben adaptarse. Asimismo, estos pueden tomar distintas
arquitecturas segun la aplicacion deseada, como membranas, tubos, geles, o matrices 3D. La
arquitectura del andamio debe permitir la intrusion celular, un correcto intercambio de

nutrientes y materiales de desecho y la formacion de una nueva red capilar. En particular, la
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microporosidad es importante para el crecimiento capilar y las interacciones entre las células
y la matriz, mientras que la macroporosidad es importante para el correcto suministro de

nutrientes y la eliminacion de productos de desecho del metabolismo celular.t

Algunos de los materiales mas utilizados para la elaboracion de andamios en TERM
son los polimeros de origen natural, también conocidos como biopolimeros. Los
biopolimeros son polimeros producidos por células de organismos vivos, éstas los producen
para la formacion de su ECM, lo cual convierte a los biopolimeros en sustancias bastante

afines a células y moléculas enddgenas y por lo general son biocompatibles y biodegradables.

Los polisacaridos, son una especie de biopolimeros. Se trata de polimeros de origen
natural constituidos por monosacaridos, azlcares simples unidos entre si por enlaces
glicosidicos. Los polisacaridos poseen una amplia variedad de propiedades, una gran
versatilidad quimica, la capacidad para unirse a sefiales bioquimicas y la capacidad de ajustar

tanto propiedades mecénicas como la biodegradabilidad. 45

Entre los polisacaridos mas utilizados para la elaboracion de andamios celulares estan
el CHI, ALG, coléageno, glicosaminoglicanos como el &cido hialurénico (HA), dextrano,
heparina y almiddn, entre otros. Los polisacaridos de interés para este proyecto son el CHI 'y

el ALG. A continuacion, se hablara un poco sobre ambos.

3.1.1 CHI
El CHI es un polisacarido que se obtiene a partir de la desacetilacion o hidrdlisis
enzimatica de la quitina. La quitina es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa, se puede encontrar en el exoesqueleto de artropodos, en conchas de
crustaceos y cuticulas de insectos. EI CHI, aungque también encontrado en la pared celular de

hongos y levaduras, es producido de manera industrial por hidrélisis alcalina de la quitina.*®

Quimicamente hablando, el CHI se compone por unidades de D-glucosamina, con
unidades residuales de N-acetil-D-glucosamina interdispersadas de manera aleatoria (Figura
1). El tipo de quitosano puede ser identificado por la fraccion de unidades desacetiladas o
acetiladas residuales en las cadenas poliméricas, estos datos son conocidos como grado de

desacetilacion (DDA) y grado de acetilacion (DA), respectivamente; y son de gran
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importancia en el estudio de materiales elaborados con CHI, ya que la composicion influye
en gran medida en las propiedades fisicoquimicas como solubilidad, reactividad,
biodegradabilidad, e incluso, la respuesta celular.®

También dictado por el DA, el CHI posee grupos amino con valores de pKa de
alrededor de 6.3-6.5, lo cual lo vuelve soluble en soluciones &cidas diluidas y ademas lo
convierte en un bioadhesivo en condiciones fisiologicas. La presencia de estos grupos amino
protonables le brinda al CHI la capacidad de formar complejos polielectroliticos (PEC, por

sus siglas en inglés).

OH OH
L o)
HO o7l |HoO
NH, TH
c—o
L _Im|_ | _In
CHs

Figura 1. Estructura quimica del CHI

Puesto que la composicion del CHI suele variar en gran medida por la fuente y el
organismo del que se aisle, asi como el proceso de preparacion del mismo, existen maltiples
métodos para la determinacién del DA o DDA. Las técnicas analiticas mas utilizadas
incluyen la Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR), la Resonancia
Magnética Nuclear de proton (RMN H), espectrofotometria de UV, titulacion
potenciométrica, titulacion acido-base y espectroscopia Raman, entre otras.!’ La eleccion de
la técnica de caracterizacion méas adecuada para cada caso particular no suele ser tarea facil,
ya que la variacion en los métodos de aislamiento y preparacion del CHI, asi como la

variacion en su composicién suscitan que algunos métodos no funcionen del todo bien para
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ciertas muestras en particular, y esto se ve reflejado en la gran cantidad de métodos distintos

que se han desarrollado para la determinacion de estos parametros.

La espectroscopia de Infrarrojo (IR) ha sido la técnica mas ampliamente utilizada para
la determinacion del DA y DDA, y frecuentemente es utilizada como punto de comparacion
con otras técnicas analiticas. Se trata de una técnica sumamente atractiva, ya que no es
destructiva, es rapida, sensible, de bajo costo, adecuada para muestras solubles y no solubles,
y no requiere una preparacion especifica de la muestra. EIl uso del IR para este propdsito
requiere la construccion de una linea de calibracion utilizando las proporciones de las
absorbancias (A) de una banda de medicion (BM), la cual cambie de intensidad a medida que
cambia el DA, con respecto a una banda de referencia (BR) que no cambie de intensidad con
el DA, contra valores estdndar de DA. Las absorbancias de BM y BR son determinadas

mediante la metodologia de la linea base.'

Las BM méas comunmente utilizadas han sido la banda de estiramiento de carbonilo
(amida 1) y la sefial de flexion del enlace NH de amida Il, las cuales muy claramente cambian
de intensidad con el DA. Sin embargo, estas sefiales estan afectadas por proteinas remanentes
y por la union del calcio a la matriz de quitina y quitosano. Por otro lado, las BR mas
comunmente utilizadas son correspondientes a los estiramientos de enlaces OH'y CH en 3448

y 2877 cm’t, respectivamente.'®

Rinaudo y colaboradores evaluaron la utilizacion de las bandas encontradas en 1650
y 1320 cm™ para la medicion del DA y las bandas ubicadas en 3450 y 1420 cm™ como
referencia interna. La relacion de las A de las bandas seleccionadas se calibré usando 'H
liquido y **C CP-MAS en estado s6lido como técnicas absolutas. En este estudio, se encontrd
que relaciones de absorcion de las bandas que involucran la banda de referencia en 3450 cm-

. . , . . A
! tuvieron un ajuste més pobre. La proporcién de absorbancias “1320/, ,, Muestra mayor
14

concordancia entre los valores de DA absolutos y estimados, observado en los valores de r y
en el error experimental mas estrecho independientemente de la técnica y estado del material
(Figura 2).18
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Figura 2. Curva de calibracion de A) A1szo/Asaso Y B) Aiszo/Arazo €n funcion del grado de acetilacion (DA)

Hasta la actualidad, el CHI se ha utilizado para la elaboracion de una gran cantidad
de materiales con aplicaciones biomédicas. Hoy en dia existen numerosos materiales a base
de CHI en el mercado tales como Chitoflex®, Chitopack C®, Chitopoly®, Chitosan Skin® y

Chitoseal®, entre otros.!

En un estudio reportado por Rodriguez-Velazquez y colaboradores se revela un
método simple y novedoso para incrementar la afinidad celular de membranas de CHI
mediante la reticulaciéon superficial con vapor de glutaraldehido (GA). Estas membranas
fueron caracterizadas en términos de sus propiedades mecanicas mediante ensayos de
puncién utilizando una membrana de CHI sin reticular como control y haciendo la
comparacion con membranas reticuladas mediante una metodologia en solucién utilizando
un reticulante natural llamado Genipin. El estudio revelé un comportamiento meramente
elastico y plastico para las membranas reticuladas con 4% mol de GA. Aquellas reticuladas
con un porcentaje mayor llegaron al punto de fractura al igual que las que fueron reticuladas
con Genipin; sin embargo, las primeras llegaron a soportar una carga mucho mayor antes de

Ilegar al punto de fractura (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de Carga vs. Desplazamiento de membranas reticuladas mediante la técnica de
deposicion quimica de vapor (A) y quimica en solucion (B). El recuadro en (B) muestra un acercamiento de
la curva CHO4GA-S mostrando las tres zonas tipicas de los materiales fragiles: la elastica (zona 1), plastica

(zona 1), y deformaciones por fractura (zona I11)

Las membranas de quitosano entrecruzadas con GA en vapor también fueron
sembradas con dos lineas celulares: HelLa (cancer cervicouterino) y SAOS-2 (osteosarcoma)
con la finalidad de evaluar la citocompatibilidad y la adhesion y proliferacién celular. El
ensayo de calceina-AM/ioduro de propidio reveld que aquellas membranas entrecruzadas con
vapor de GA presentan la mejor adhesion celular (células tefiidas de verde) en comparacion
con las otras membranas (Figura 4). Asimismo, se llevaron a cabo estudios de AFM con la
finalidad de medir la topografia y rugosidad de las membranas. Se observé una rugosidad
aumentada en las membranas reticuladas con un porcentaje molar de 4% de vapor de
glutaraldehido (Figura 4). Los autores mencionan que esta rugosidad conferida por el
entrecruzamiento superficial con vapor de glutaraldehido fue la variable experimental que

favorecio la adhesion y proliferacion celular.®
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Figura 4. Micrografia confocal de las membranas sembradas con dos lineas celulares (izquierda) y perfiles
de topografia (derecha)

3.1.2 ALG

El ALG es un polisacérido bastante abundante en la naturaleza, estd presente en la
ECM de las algas marinas marrones y como polisacérido capsular en las bacterias del suelo.?
Este es ampliamente utilizado en diversas industrias como la textil, alimentaria, papelera,
cosmética, biomédica y farmacéutica debido a su gran capacidad para retener agua y sus
propiedades reolégicas como gelacion, viscosificacion y estabilizacion de dispersiones.
Adicionalmente, el ALG es biocompatible, de bajo costo, posee propiedades cicatrizantes, y
su capacidad para la retencion de agua lo vuelve muy apropiado como matriz de
inmovilizacion para diversas aplicaciones, tales como la liberacion o suministro de farmacos,

genes, o células en TERM.?

Los alginatos son sales de acido alginico que estan compuestas por residuos de acido
a-L-gulurénico (G) y acido B-D-manuronico (M) unidos de manera a(1—4) y p(1—4),
respectivamente (Figura 5) de secuencias variables dependiendo del organismo y del tejido
del que se aisla. Las cadenas estan formadas de segmentos aleatorios de bloques G y M que

se intercalan con segmentos de bloques MG. Los alginatos en general son moléculas rigidas

10
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debido a la rigidez de los anillos de azucares y a la restriccion de movimiento alrededor del
enlace glicosidico. Ademas, la repulsion electrostatica de los grupos cargados negativamente
contribuye alin més a la rigidez de las cadenas. Igualmente, es conocido que ademas de la
fuerza idnica, la composicion del alginato tiene gran influencia en la rigidez de las cadenas
aumentando en el orden GM<MM<GG. De la misma manera, las propiedades mecanicas y

fisicoquimicas del ALG también dependen fuertemente de las secuencias de estos bloques.?

J— — O_ —_
0 o (G) (M)
OH ° OHg
o o1 - HO o™
OH
HO 0 =0
0
-

OH -

Figura 5. Estructura quimica del ALG

Puesto que las propiedades de los alginatos estan determinadas en gran medida por la
cantidad relativa de los tres tipos de blogues presentes en el copolimero, la relacion M/G es
un parametro importante para la naturaleza de los materiales sintetizados a partir de ALG. Se
ha reportado en la literatura que geles obtenidos de ALGs con bajas proporciones M/G
presentan comportamientos fragiles, mientras que proporciones M/G altas producen

materiales mas elasticos.?

Por otro lado, la gelacion del ALG depende de las interacciones de los bloques G con
iones positivos, generalmente Ca?*, esto provoca asociaciones cadena-cadena y la formacion
de zonas de union. Se ha observado un aumento en el enlace selectivo del ion Ca?* a medida
gue aumenta la cantidad de blogues G, mientras que los bloques poli-M y GM muestran
menor selectividad hacia este ion. El enlace se produce a través de la formacion de estructuras

tipo “caja de huevos” que ocurren en regiones con alto contenido de bloques G.%°

11
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3.2 Hidrogeles PEC

Los hidrogeles son redes entrecruzadas de polimeros hidréfilos que tienen la
capacidad de retener grandes volimenes de agua, desde un 10-20%, hasta miles de veces su
peso seco en agua.?* Por lo general, los hidrogeles se clasifican en dos: hidrogeles reversibles
o “fisicos”, ¢ hidrogeles permanentes o “quimicos”. Se les llama hidrogeles fisicos cuando
las cadenas se encuentran unidas entre si por entrelazamiento molecular y/o fuerzas
secundarias como interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno o fuerzas hidrofobicas.
Por otro lado, son hidrogeles permanentes cuando las redes poliméricas se encuentran

entrecruzadas de manera covalente.?*

En hidrogeles reticulados, las cadenas poliméricas se encuentran conectadas por
agentes reticulantes, lo que conduce a la formacion de una red 3D. Los agentes reticulantes
son moléculas de pesos moleculares mucho menores al peso de las cadenas entre dos
reticulaciones consecutivas. Las propiedades de los hidrogeles reticulados dependen
principalmente del grado de reticulacion, es decir, la relacion molar de agente reticulante

entre la unidad repetitiva del polimero.?

Los hidrogeles fisicos suelen no ser homogéneos, ya que suelen crearse sitios de
mayor enredamiento molecular o dominios asociados de manera ionica o hidrofébica que
crean inhomogeneidades. Extremos de cadenas sueltos o bucles en las cadenas también
pueden representar defectos en los hidrogeles fisicos. Cuando se mezclan polielectrolitos de
cargas opuestas, estos pueden gelificar o precipitar, dependiendo de sus concentraciones,
fuerza iénica y pH de la solucién. Los materiales resultantes de este entrecruzamiento i6nico
se conocen como coacervados, complejos de poliiones o polielectrolitos (PECs, por sus siglas

en inglés).

Los PECs generalmente se obtienen de mezclar simultaneamente polielectrolitos de
carga opuesta en solucion, en ausencia de cualquier reticulante quimico. Al contrario de los
hidrogeles quimicos, los PECs suelen ser no téxicos y biocompatibles, ya que los
entrecruzantes quimicos con frecuencia pueden presentar toxicidad, en caso de que existan

trazas o residuos de los mismos en el material antes de su administracion.

12
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Gierszewska y colaboradoras reportan la sintesis de membranas de hidrogel de CHI
y ALG mediante complejacion de polielectrolitos, seguida de un reforzamiento con
tripolifosfato de sodio (TPP). Estas membranas fueron caracterizadas en términos de sus
propiedades fisicas y quimicas, poniendo especial interés en el hinchamiento para una
potencial aplicacion en liberacion de farmacos. La Figura 6 muestra una representacion

esquematica de la estructura de los hidrogeles CHI/ALG elaborados via PEC.

quitosano
OH
/-A/O NH;!
— %0 \ X Hg7\///’\
HN' °  °

OH

COO" OH

\o/-‘k,'/o ——¥ ™0 X/‘
How/go 7\;0 HOU\\/O\:

CO0 HO

quitosano/alginato

alginato

Figura 6. Esquema de la estructura de los PEC CHI/ALG

Por otro lado, Chen y colaboradores reportan la sintesis de membranas de CHI
recubiertas con ALG para la regeneracion guiada de tejido. Estas mostraron un mayor
contenido de agua (71.8%) al ser comparadas con membranas de CHI (61.8%).
Consecuentemente, estas membranas ALG/CHI se volvieron mas rigidas y presentaron una

fuerza y modulo de Young mayores.?®

3.3 Hidrogeles de doble red
Los hidrogeles DN han surgido como una mejora a los hidrogeles IPN y semi-IPN.
Un hidrogel semi-IPN resulta de la reticulacion covalente de un polimero y el enredamiento
fisico (sin reticulacién) de un segundo polimero. Este tipo de hidrogeles (semi-IPN) son

relativamente resistentes a estrés mecanico debido a la naturaleza covalente de la red

13
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polimérica de uno de los polimeros. Sin embargo, presentan respuesta de fractura ante cargas

de moderadas a altas.?®

Por otro lado, los hidrogeles IPN resultan de la reticulacion covalente, conjunta de
dos polimeros; estos sistemas son robustos mecanicamente hablando, sin embargo, también

presentan respuesta de fractura ante esfuerzos de moderados a relativamente altos.?’

Como alternativa, los hidrogeles DN se componen de dos redes reticuladas
independientemente. Una primera red polimérica reticulada de manera covalente, y una
segunda reticulada de manera no covalente o fisica. Esta diferencia estructural propicia una
mejora sustancial en la resistencia mecanica puesto que la segunda red tiene la capacidad de

disipar energia al reorganizarse.’

Sin embargo, la mayoria de los hidrogeles DN estudiados en la actualidad, contienen
polimeros sintéticos como componente principal e indispensable, lo cual puede resultar en

mala biocompatibilidad y biodegradabilidad y limita sus aplicaciones en TERM.

Por otro lado, es mas complejo disefiar hidrogeles a base de biopolimeros que posean
alta dureza debido a la capacidad de disefio relativamente pobre al trabajar con polimeros
naturales.?® Sin embargo, en afios recientes, varios grupos han logrado sintetizar hidrogeles

duros basados en biopolimeros.

Un ejemplo es el trabajo elaborado por Costay Mano,?° en el cual se reporta la sintesis
de un hidrogel DN altamente robusto a partir de un Unico precursor, CHI, combinando
mecanismos de reticulacién quimicos y fisicos. La Figura 7 muestra el esquema general de

la sintesis de los hidrogeles DN.

14
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Figura 7. Esquema de la sintesis de hidrogeles CHI DN

Dos derivados del CHI (CHI de bajo peso molecular funcionalizado con grupos
metacrilato (LMW-MACHI) y CHI de peso molecular medio (MMW-CHI)) fueron
mezclados con un fotoiniciador (12959) y una base débil (B-glicerolfosfato). Posteriormente,
se llevé a cabo un proceso de reticulacion dual, en el que los grupos metacrilicos del LMW-
MACHI fueron expuestos a rayos UV para su reticulacion covalente; seguido de reticulacion
ionica de las especies amina protonadas en el MMW-CHI tras la inmersién del hidrogel en

una solucion de TPP.

Los hidrogeles resultantes CHI DN poseian una composicién y morfologia
homogéneas, no se fracturaron tras una deformacion del 90% y presentaron una resistencia a
la compresion de 19.48 MPa. Ademas, los hidrogeles CHI DN presentaron una alta viabilidad
celular tras 24 h de cultivo en condiciones fisiologicas, tal como fue demostrado mediante el

ensayo de célula viva/célula muerta (Figura 8).
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Figura 8. Ensayo célula viva/célula muerta para viabilidad celular de los hidrogeles CHI DN
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IV. RESULTADOS

Este proyecto se divide en dos etapas. La primera etapa se enfoca en la sintesis de
hidrogeles CHI-ALG mediante una metodologia de complejacién de polielectrolito (PEC),
asi como la caracterizacion de los hidrogeles sintetizados y los polisacéaridos precursores. Las
actividades realizadas en esta etapa incluyen la sintesis de hidrogeles CHI-ALG PEC a
diferentes proporciones CHI:ALG (i), la evaluacion de las propiedades mecéanicas de los
mismos (ii) y la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los precursores e

hidrogeles elaborados (iii).

La segunda etapa estd enfocada en la preparacién de hidrogeles CHI-ALG DN
mediante la reticulacion covalente de la red de CHI con glutaraldehido (GA) en fase vapor
de los hidrogeles PEC previamente sintetizados, asi como la caracterizacion mecanica,
fisicoquimicay bioldgica de los mismos. Las actividades realizadas en esta etapa incluyen la
sintesis de los hidrogeles CHI-ALG PEC (i), la reticulacidn covalente en fase vapor con GA
para formar los hidrogeles CHI-ALG DN (i), la evaluacion de las propiedades mecanicas de
los hidrogeles DN (iii), la caracterizacion de las propiedades de superficie mediante AFM
(iv) y la evaluacion de las propiedades bioldgicas mediante ensayos de citocompatibilidad,

adhesion y proliferacion celular (v).

4.1  Caracterizacion mecanica de hidrogeles CHI-ALG PEC

Para la eleccion de las mejores condiciones de preparacion de los hidrogeles DN, se
realizaron ensayos mecanicos de puncion en hidrogeles CHI-ALG PEC sintetizados a
diferentes proporciones CHI:ALG. La Figura 9 muestra las curvas de carga Vvs.
desplazamiento representativas de los hidrogeles CHI-ALG PEC estudiados, comparadas con
una membrana de CHI nativo (proporcion CHI:ALG 1:0). Se puede apreciar en el grafico
que aparentemente los hidrogeles con mejor respuesta mecanica despueés de la membrana de
CHI nativo son los de proporcion CHI:ALG 1:2. Sin embargo, la curva de la proporcion 1:4

se observa bastante cercana.
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Figura 9. Curvas de carga vs. desplazamiento de hidrogeles CHI-ALG PEC a diferentes proporciones

CHI:ALG

Tabla 1. Médulo elastico (E), Fuerza de puncion en la fractura (PS) y area bajo la curva de hidrogeles PEC
a diferentes proporciones CHI:ALG

Muestra E [MPa] PS[MPa] | Areabajo la curva [N mm]
1:0 260.10 £ 135.35  43.94+6.92 3.26 £ 0.416
1:0.5 773.23 £62.61 | 57.66 = 2.69 2.23+£0.194
1:2 1043.2 £ 268.01 | 79.99 £ 21.22 3.02 £0.515
1:4 1090.5 £ 250.53 | 70.78 £ 16.22 2.36 £0.271

Se calculé el mddulo de elasticidad (E), fuerza de puncion en la fractura (PS) y area
bajo la curva de todas las muestras procesadas a partir de las curvas obtenidas y las
dimensiones de cada muestra, utilizando las ecuaciones 1y 2 (ver seccién experimental). Los

resultados se muestran en a Tabla 1.

Utilizando estos datos se llevo a cabo el analisis estadistico ANOVA, acompafiado de
las pruebas de Tukey y Bonferroni, para encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre las diferentes formulaciones. Los resultados de este analisis se muestran en la Figura
10 y Anexos 1-3.
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Figura 10. Resultados del analisis estadistico de A) Mddulo de elasticidad, B) Fuerza de puncion en la
rotura, y C) Area bajo la curva de membranas CHI-ALG PEC. * Indica los datos en donde se encontré
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05)

En cuanto al mddulo de elasticidad (Figura 10 A), solamente se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre las membranas de proporcion CHI:ALG 1:0y 1:2 y entre
las membranas de 1:0 y 1:4. En el caso de la fuerza de puncidn en la fractura (Figura 10 B)
no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre ninguna de las diferentes
membranas, sin embargo, en ese caso la formulacion que proporciona la mejor respuesta
mecanica resulta ser la de proporcion 1:2. Finalmente, el analisis del area bajo la curva
(anélogo al médulo de tenacidad) mostrd una diferencia estadisticamente significativa entre
las membranas de proporcion 1:0 y 1:0.5. Con esto se concluyd que la membrana CHI-ALG
PEC sintetizada con proporciones 1:2 resulta ser la que posee propiedades mecanicas mas

prometedoras y fue seleccionada para la preparacion de los hidrogeles CHI-ALG DN.
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4.2  Caracterizacion fisicoquimica de hidrogeles CHI-ALG PEC
Se caracterizaron los polvos de los polisacaridos nativos e hidrogeles PEC mediante
Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier (FT-IR) acoplada a una sonda de

Reflectancia Total Atenuada (ATR), los espectros obtenidos se observan en la Figura 11.

3 T — T T T T T '
4500 B 4000 3500%3 3000 1500 1 1000 500

— CHI-ALG 1:2
—

- T T T - T '53 T h
4500 4000 35003 3000 1500 - 1000 500

77 T ! T

T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 1500 1000 500

Numero de onda (cm-1)

Figura 11. Espectros de FTIR-ATR de A) CHI nativo, B) ALG nativo, C) hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2

Se pueden observar picos tipicos para ambos polisacaridos, como la banda de
estiramiento -OH que aparece entre 3720 y 2980 cm, que, en el caso del CHI, esta banda se
solapa con la sefial de -NH.,. También se observa la banda correspondiente a los enlaces C-
H entre 2912 y 2862 cm?, y la banda correspondiente al enlace C-O en 1020 cm™.3%° Estas
bandas se repiten en el espectro del hidrogel CHI-ALG PEC, lo cual era esperado, ya que al
haber interaccion idnica entre ambos polisacaridos no ocurre ningun cambio en la estructura

quimica de ellos.
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En el espectro del CHI se observa un pico caracteristico de amida tipo | en 1641
cm, el hombro que se aprecia en 1560 cm™ se atribuye a una amida tipo 11.3! En el caso del
ALG aparece una banda aproximadamente en 1594 cm™ y otra en 1406 cm™ correspondientes
a los estiramientos asimétrico y simétrico de los grupos COO", respectivamente.?>32 En el
caso del hidrogel CHI-ALG PEC se aprecia un decremento en la intensidad de la banda de
amida I, mientras que la banda de amida Il incrementa ligeramente. Una posible explicacion
para este fendmeno podria ser debido a la interaccion idnica de estos grupos con el ALG, el

cual posee carga negativa en los grupos carboxilo.

4.2.1 Determinacion del grado de desacetilacion del CHI
El espectro FTIR-ATR del CHI también fue de utilidad en la determinacién del DDA
del mismo. Paraello, se realizé un analisis analogo al reportado por Rinaudo y colaboradores,
en el cual se utilizan la bandas ubicadas en 1420 cm™, como pico de referencia, y la banda
en 1320 cm™, caracteristica de los grupos -OH, -NHz, -CO; para la medicién del grado de

acetilacion del CHI .18

En el caso de los espectros obtenidos para este proyecto, la técnica utilizada
proporciona un espectro ligeramente desplazado debido a la naturaleza de la misma, por lo
que en este caso los picos utilizados como BR y BM se encuentran en 1425 y 1309 cm™,
respectivamente (Figura 12). Se utilizé el mismo tratamiento que el descrito por Rinaudo y
colaboradores para el establecimiento de la linea base. Los célculos fueron realizados

utilizando las ecuaciones 3y 4.

Tras el analisis de los espectros, se encontrd que el DDA del CHI utilizado para la

elaboracion de los hidrogeles es del 65%.
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Figura 12. Espectro de FTIR-ATR del CHI nativo

4.3  Caracterizacion mecénica de hidrogeles CHI-ALG DN

Tras la eleccién de la mejor proporcion CHI:ALG para los hidrogeles PEC, se
procedié con la elaboracion de los mismos, para posteriormente reticularlos de manera
covalente con GA en vapor para la formacién de la doble red (hidrogeles CHI-ALG DN).
Para ello los xerogeles se introdujeron en camaras previamente cargadas con diferentes
cantidades de GA a las relaciones GA/NH> deseadas, de acuerdo a lo descrito en la seccion
experimental. De la misma manera que con los hidrogeles PEC, se evaluaron las propiedades
mecanicas de los hidrogeles CHI-ALG DN mediante ensayos de puncion. En la Figura 13 se
muestran las curvas representativas de carga vs. desplazamiento de los hidrogeles

previamente mencionados.
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Figura 13. Curvas representativas de carga vs. desplazamiento de hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 a distintas
relaciones GA/NH,

En este caso, se puede observar claramente que la relacion GA/NH. que produce la
mejor respuesta mecéanica es la de 4 mol%, y conforme aumenta la proporcién de GA, las
membranas se vuelven mas quebradizas. Este resultado esta de acuerdo con lo reportado en
la literatura, ya que se ha observado que relaciones molares altas del agente reticulante

tienden a producir materiales mas rigidos y quebradizos.*®

De la misma manera, se obtuvieron los valores de E, PS y area bajo la curva de los

hidrogeles sintetizados, los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Médulo eléstico (E), Fuerza de puncidn en la rotura (PS) y area bajo la curva de hidrogeles CHI-
ALG DN 1:2 a diferentes relaciones GA/NH,

Muestra E [MPa] PS [MPa] Area bajo la curva [N mm]
357.45
GA/NH2 4 mol% 136.57 £ 11.57 0.76 £ 0.008
163.01
821.10 £
GA/NH:2 14 mol% 100.77 £11.48 0.53+£0.264
150.51
GA/NH257 mol% | 1201.84 10.59 0.01
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4.4  Caracterizacion de las propiedades de superficie

La caracterizacion de las propiedades de superficie se realiz6 mediante AFM, se
obtuvieron los perfiles de topografia y rugosidad de hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2, asi como
hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 de GA/NH2 = 4 y 14 mol%. Los perfiles de topografia se
muestran en la Figura 14 (A-C). En las iméagenes se puede apreciar claramente que el hidrogel
con mayor rugosidad es el hidrogel CHI-ALG PEC, lo cual se confirma con el gréafico de
rugosidad (Figura 14-D). También se observa claramente como la rugosidad de los hidrogeles
disminuye a medida que aumenta la proporcién del agente reticulante en los hidrogeles CHI-
ALG DN. Una explicacion para este fendmeno podria ser que, el entrecruzamiento idnico
que ocurre entre los dos polielectrolitos es mas débil y desordenado, dando lugar a crestas
altas y valles. En nuestra opinion, estos rasgos topograficos se modificaron con el
reordenamiento espacial de las cadenas poliméricas debido al entrecruzamiento del CHI
promovido por el GA, cerrando lo que se aprecia como poros ciegos en el hidrogel CHI-ALG
PEC, dando lugar a una estructura visiblemente mas reticulada, como se observa en los

paneles B y C de la Figura 14.
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D)
CHI-ALG DN
GA/NH: 14 mol%

CHI-ALG DN
GA/NHz 4 mol%

CHI-ALG PEC

RMS (nm)

Figura 14. Perfiles de topografia de A) hidrogeles PEC 1:2, B) hidrogeles DN 1:2 (GA/NH>=4 mol%), y C)
hidrogeles DN 1:2 (GA/NH,=14 mol%). D) Rugosidad de hidrogeles PEC e hidrogeles DN (GA/NH,=4y 14

mol%)

45  Caracterizacion de las propiedades bioldgicas

4.5.1 Citocompatibilidad

Se realizaron pruebas de citocompatibilidad por lixiviados, esta prueba consiste en
colocar los materiales sintetizados en condicion de xerogel (previamente secados y
esterilizados) en medio de cultivo celular (DMEM), las muestras luego son colocadas en un
bafio de vaivén para imitar condiciones fisiologicas y asi lixivie cualquier material remanente
que pudiera resultar toxico para las células. Se agregan los lixiviados a células previamente
sembradas en placas de cultivo y se incuba nuevamente por 24 y 48 h. Pasado este tiempo
las células son fijadas y tefiidas con una solucion de cristal violeta para cuantificar de manera
colorimétrica la abundancia de las mismas, en contraste con un control positivo en medio sin
alteraciones. El experimento se realiz6 con células MDA-MB-231 (cancer de mama), las
micrografias de las células cultivadas en presencia de lixiviados de los distintos materiales
de interés se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Citocompatibilidad de hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 e hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NH; =4
y 14 mol%)

Como se puede apreciar en las micrografias, existe buena proliferacion celular en
todos los casos, que es solo ligeramente menor al control, lo cual es completamente normal.
La cuantificacion colorimétrica confirmé lo observado anteriormente, todas las
formulaciones estudiadas superan el 70% de citocompatibilidad, el cual es el minimo

establecido para considerar a un biomaterial como biocompatible.®

4.5.2 Adhesion y proliferacion celular
Previo al ensayo de célula viva/célula muerta de calceina-AM:ioduro de propidio, se
realizd una prueba preliminar sobre la superficie de hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 e
hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NH2 = 4 mol%) utilizando tincion con cristal violeta para
la observacion de las células mediante microscopia éptica. Para ello, se sembraron células de
tejido blando (fibroblastos) directamente sobre los hidrogeles previamente esterilizados e
hidratados con PBS y medio de cultivo, los fibroblastos se incubaron por 24 h y luego se

retird el medio de cultivo y se fijaron las células con una solucion de GA. Después se tifieron
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las células con una solucion de cristal violeta y se observaron en un microscopio optico, las

imagenes obtenidas se muestran en la Figura 16.

(4x)
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o P
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o e r* 2
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1:2

CHI-ALG DN CHI-ALG PEC

GA/NH, 4 mol%

Figura 16. Microscopia 6ptica de ensayos de adhesion y proliferacion celular sobre la superficie de
hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 e hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 de GA/NH; = 4 mol%

Las micrografias revelan una excelente afinidad hacia ambos materiales, se puede
observar buena proliferacion en ambos casos. Sin embargo, en el caso del hidrogel CHI-ALG
DN esta es incluso mejor, revelado por la morfologia estirada que presentan los fibroblastos
en la micrografia a 20x. Este hecho es un tanto interesante, ya que se esperaba una mayor
afinidad hacia el hidrogel mas rugoso (CHI-ALG PEC) puesto que se ha observado este
comportamiento con anterioridad. Sin embargo, una explicacion para este comportamiento
podria ser que, al tratarse de células epiteliales, éstas prefieran una superficie mas lisa pero

que posee bastantes sitios de anclaje.3*3

Posterior a las pruebas preliminares con cristal violeta, se llevo a cabo el ensayo de
célula viva/célula muerta para la evaluacion de la adhesion y proliferacion celular sobre la
superficie de hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NHz = 4 mol%). Este ensayo utiliza calceina-
AM vy ioduro de propidio para la tincion de las células. La calceina-AM, que no es

fluorescente, se convierte en calceina al ser metabolizada en el citoplasma de las células
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metabolicamente activas (células viables) pintandolas de verde. En caso de existir células
cuya membrana celular esté comprometida o rota (células no viables), entonces el ioduro de

propidio es capaz de atravesar hasta el nucleo, tifiéndolo de rojo.

El experimento se llevd a cabo utilizando fibroblastos, éstos fueron sembrados
directamente sobre hidrogeles CHI-ALG DN vy se incubaron durante 24 h. Posteriormente se
retird el medio de cultivo y se agrego la solucién de calceina-AM:ioduro de propidio en PBS
y se incubd en condiciones de oscuridad para ser fotografiadas inmediatamente después. La

Figura 17 muestra las imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia confocal.

Figura 17. Imégenes de microscopia de fluorescencia confocal de ensayos de adhesion celular sobre la
superficie hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NHz = 4 mol%)

Las imagenes revelan una afinidad grande hacia los hidrogeles estudiados, donde se
aprecia el predominio de células viables tefiidas en verde que concuerdan con el 80% de
citocompatibilidad observado anteriormente. Asimismo, la morfologia estirada exhibida por
las células es una caracteristica muy importante de la linea celular utilizada (fibroblastos L-

929), lo cual revela a estos hidrogeles como dptimos para su utilizacion en cultivo celular.
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V. METODOLOGIA

5.1 Reactivos y solventes
Todos reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma Aldrich. A continuacion, se
enlistan todos los reactivos y solventes utilizados.

Reactivos Solventes
e Quitosano de medio  peso e Agua destilada
molecular e Etanol
e Alginato de sodio e Acido acético

e Glutaraldehido

5.2  Sintesis de hidrogeles CHI-ALG PEC

La sintesis de hidrogeles CHI-ALG se llevo a cabo via complejacion de
polielectrolitos (PEC, por sus siglas en inglés) de manera secuencial. Primeramente, se
disolvié CHI de peso molecular medio en una solucion 1% v/v de &cido acético para crear
una solucion de CHI 1% p/v. Se vertieron 3 mL de esta solucion en moldes circulares de
poliestireno de 3.4 cm de diametro y se dejaron secar al aire completamente para obtener
membranas circulares de CHI, las cuales fueron posteriormente neutralizadas durante 10 min
con 25 mL de una solucion de NaOH 0.1 M y luego se enjuagaron con 50 mL de agua

destilada por 10 min.

Una vez neutralizadas, se procedié con la difusion del segundo polisacarido en la
matriz de CHI. Para ello, se sumergieron las membranas de CHI en soluciones de ALG a
diferentes concentraciones (0.5, 2 y 4% p/v) por 6 h para asegurar la difusion del ALG. Una
vez transcurrido este tiempo, se enjuagaron las membranas en 50 mL de agua destilada por

10 min y se dejaron secar al aire completamente.
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5.3  Sintesis de hidrogeles CHI-ALG DN

Para la formacion de la doble red, se entrecruzd la red de CHI de manera covalente
utilizando glutaraldehido en fase vapor, siguiendo la metodologia reportada por Rodriguez
Velazquez y colaboradores.’® Para ello, se montaron los xerogeles CHI-ALG PEC en
soportes de acero inoxidable, los cuales se introdujeron en cdmaras creadas con las bases de
cajas Petri de 3 cm (Figura 18) previamente cargadas con diferentes cantidades de GA 25%
v/v. Las cadmaras se sellaron con Parafilm y se introdujeron a un horno a 50 °C por 45 min.
Una vez transcurrido este tiempo, se dejaron los xeogeles al aire para que volatilizara

cualquier rastro de GA.

Las cantidades de GA utilizadas se midieron con bhase en la unidad desacetilada del
CHlI, se utilizaron GA/NH; =4, 14 y 57 mol%.

Figura 18. Camaras para la reticulacion en vapor

5.4  Técnicas analiticas

La caracterizacion de los reactivos utilizados y de los hidrogeles sintetizados se
realizé en el Laboratorio de Cultivo Celular y Microscopia Confocal del Centro de Graduados
e Investigacion en Quimica (CGIQ) del Instituto Tecnologico de Tijuana (ITT), campus

Otay. A continuacion, se enlistan los andlisis realizados:

e La caracterizacion de las propiedades mecanicas se llevd a cabo utilizando un
texturometro Brookfield CT3 10K
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La caracterizacion FT-IR fue realizada utilizando un espectrémetro Perkin EImer 400
acoplado a una sonda de ATR

La caracterizacién de la topografia y rugosidad de los hidrogeles sintetizados se midio
con AFM empleando un equipo Nanosurf en modo de contacto.

La lectura colorimétrica de las placas de cultivo y las micrografias Opticas de las
células se obtuvieron con un lector de placas Bio Rad iMark y con un microscopio
binocular vertical compuesto Olympus CKX53 con camara digital EP5O0,
respectivamente

Las micrografias de fluorescencia confocal de las células se obtuvieron utilizando un

microscopio confocal de fluorescencia Leica modelo TCS-SP8.

5.4.1 Pruebas mecanicas

Los ensayos mecanicos de puncion se llevaron a cabo a temperatura ambiente en

condiciones no estériles. Para esto, xerogeles CHI-ALG PEC 1:2 y CHIL-ALG DN 1:2 se
hidrataron en 50 mL de agua destilada 24 h previas al ensayo.

Se utiliz6 una sonda de 2 mm de diametro y 10 mm de longitud, a una velocidad de

0.5 mm/s con un “trigger” de 20 g, llegando hasta un 100% de deformacion.

Los datos proporcionados por el equipo fueron analizados con el programa OriginPro

2021. Se calcularon los datos de E, PS y area bajo la curva de todas las muestras procesadas

utilizando las siguientes ecuaciones:

F=(t)

_ 3FplL
" 4wh?

PS

(1)

()

En donde m es la pendiente de la parte elastica de la curva de carga vs.

desplazamiento, L, wy h son la longitud, anchura y grosor de los hidrogeles respectivamente,

y Fs es la carga registrada en la rotura.®
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542 FTIR-ATR
Se obtuvieron espectros de entre 4000 y 650 cm™ de los polisacaridos CHI y ALG
nativos e hidrogeles CHI-ALG PEC, con una sensibilidad de 4.0 cm™. Los espectros

obtenidos se analizaron en el programa Origin Lab.

Para la determinacién del DDA del CHI utilizado en la elaboracién de los hidrogeles

se utilizaron las siguientes ecuaciones:
A1309 —
/A1425 = 0.3822 + 0.03133 DA (3)

DDA = 100 — DA (4)

En donde A1300/A1425 €S la relacién entre las absorbancias de la BM sobre la BR.

5.4.3 Microscopia de fuerza atébmica
La caracterizacion de las propiedades de superficie de xerogeles CHI-ALG PEC y
CHI-ALG DN se estudiéo mediante AFM. Se obtuvieron imagenes de 10 x 10 um, mismas
que fueron analizadas en el programa WSxM para obtener los perfiles de topografia y

rugosidad.

55  Pruebas bioldgicas

5.5.1 Ensayos de citocompatibilidad
Las pruebas de citocompatibilidad se realizaron de acuerdo a la norma estandarizada
1SO:10993-5:2019.%% Primeramente se tomaron 20 mg de cada xerogel preparado,
previamente esterilizado, se introdujeron en 2 mL de medio de cultivo y se pusieron en
agitacion de vaivén a 37 °C y 70 rpm durante 48 h para producir lixiviados. Posteriormente
se agregaron 100 pL de los lixiviados a células MDA-MB-231 (cancer de mama)
previamente sembradas (15,000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos, 24 ha 37°C y

5% CO3y) y se incubd a 24 y 48 h en condiciones de cultivo.
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Una vez transcurrido el tiempo, se retird el medio de cultivo y se fijaron las células
con 10 puL de una soluciéon de GA 11% v/v (15 min en agitacidén). Posteriormente se
realizaron dos lavados con 100 pL de agua destilada y luego se tifieron las células con 100
uL de una solucidn de cristal violeta 0.1% (15 min en agitacion). Se realizaron tres lavados

adicionales con agua tras la tincion y se dejo secar las placas completamente.

Para la cuantificacién de la citocompatibilidad se agregaron 100 puL de una solucion
de acido acético al 10% v/v a cada pocillo previo a la lectura de la placa; se empled el mismo
solvente como blanco de control. Se midio la absorbancia a 595 nmy se realizaron 6 réplicas

por experimento.

Para la determinacion de la citocompatibilidad se utilizo la siguiente formula:

Citocompatibilidad (%) = (M) x 100 (5)

control

En donde Amuestra €S la absorbancia obtenida de cada muestra en particular y Acontrol €5
el promedio de las absorbancias obtenidas de las células control (sin ningun tipo de

tratamiento).

5.5.2 Adhesiony proliferacion celular

Previo a los ensayos de célula viva/célula muerta, se realizaron pruebas preliminares
de adhesién y proliferacion celular sobre la superficie de hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 e
hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NH2 = 4 mol%). Para ello, primero se cortaron los
xerogeles en cuadrados de 1.5 cm, éstos fueron esterilizados con etanol al 70%. Una vez
estériles, se colocaron en una placa de 12 pocillos estéril y se lavaron dos veces con 1.5 mL
de PBS, después se afniadieron 800 puL de medio de cultivo y se incubo a 37 °C, 5% CO2 por
15 min. Posteriormente se sembraron células de tejido blando (fibroblastos) sobre la
superficie de los hidrogeles a una proporcion de 50,000 células/cm? y se incubd por 24 h en
condiciones de cultivo. Pasadas las 24 h, se retir6 el medio de cultivo y se fijaron las células
con una solucién de GA al 11% (15 min en agitacion). Una vez fijas las células se realizaron
dos lavados con 1.5 mL de agua y posteriormente se tifieron las celulas utilizando una

solucion de cristal violeta (15 min en agitacion). Se realizaron dos lavados con agua para
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eliminar los rastros del cristal violeta y, finalmente, se observaron las células utilizando un

microscopio optico.

Los ensayos de célula viva/célula muerta de adhesion y proliferacion celular se
Ilevaron a cabo sobre hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 (GA/NH2 = 4 mol%). Primeramente, se
cortaron los xerogeles en cuadros de 1.5 cm y se esterilizaron con etanol al 70%. Una vez
estériles, se colocaron en placas de 12 pocillos y se lavaron con 1.5 mL de PBS por 5 min.
Se desecho el PBS y se afiadieron 1.5 mL mas para lavar por segunda vez durante 15 min en
condiciones de cultivo. Tras los 15 min se desech6 nuevamente el PBS y se afiadieron 800
uL de medio de cultivo y se incubd por 30 min para impregnar la membrana. Tas este tiempo
se sembraron los fibroblastos sobre la superficie de los hidrogeles a razén de 50,000
células/cm? y se incubaron por 30 min para promover la adhesion. Posteriormente se agregd

1 mL maés de medio de cultivo puro y se incub6 a 37 °C, 5% de CO; por 24 h.

Pasadas las 24 h se retird el medio de cultivo y se agregaron 40 pL de una solucion
de calceina-AM:ioduro de propidio en PBS (98:1:1 PBS/calceina-AM/ioduro de propidio) y
se incubd por 10 min en condiciones de oscuridad para ser fotografiadas inmediatamente
después utilizando un microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS-SP8. Las imagenes
se registraron a longitudes de onda de excitacién/emision de 488/495-595 nm para la
deteccidn de calceina (canal verde) y 552/590-700 nm para la deteccion del ioduro de

propidio (canal rojo).

5.6 Andlisis estadisticos

Se llevo a cabo el andlisis estadistico ANOVA de una via con los datos obtenidos del
procesamiento de las pruebas mecanicas, el cual se complementd con las pruebas de Tukey

y Bonferroni. Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa a p < 0.05.
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V1. CONCLUSIONES

. Se logrd sintetizar hidrogeles CHI-ALG PEC y CHI-ALG DN de manera exitosa.

. Ambos tipos de hidrogeles (CHI-ALG PEC y CHI-ALG DN) mostraron propiedades
mecénicas prometedoras para aplicaciones en TERM en regeneracion de tejido
suave.

. Todos los sistemas estudiados presentaron citocompatibilidades por encima del 70%,
lo cual los convierte en aptos para el sembrado celular.

El hidrogel de mayor interés (CHI-ALG DN 1:2 GA/NH2 4 mol %) present6 un 82%
de citocompatibilidad.

Los hidrogeles CHI-ALG PEC 1:2 resultaron ser los de mayor rugosidad, con valores
de 80 nm.

. Se observé una disminucién bastante pronunciada en la topografia de los sistemas
tras el entrecruzamiento en fase vapor con GA a 20 nm para los hidrogeles CHI-ALG
DN 1:2 GA/NH2 4 mol% y 13 nm para el hidrogel CHI-ALG DN 1:2 GA/NH; 14
mol%

Los hidrogeles CHI-ALG DN 1:2 GA/NH2 4 mol% presentaron la mejor adhesion y
proliferacion celular de todos los sistemas estudiados.
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VIII. Anexos

VIIl. ANEXOS

= Bonferroni Test j_

MeanDiff SEM t Value Prob  Alpha Sig LCL UcL

Médulo de elasticidad, 0.5% Médulo  513.13106 203.18632 2.52542 0.28202 0.05 0 -197.33311 1223.59523
de elasticidad, 0%

Médulo de elasticidad, 1% Modulo 477.76634 217.21532 2.19951 0.50129 0.05 0 -281.7518 1237.28449
de elasticidad, 0%

Médulo de elasticidad, 1% Modulo = -35.36471 203.18632 -0.17405 1 005 0 -745.82888 675.09946
de elasticidad, 0.5%

Médulo de elasticidad, 2% Modulo 783.18644 217.21532 3.60558 0.04129 0.05 1 23.66829 1542.70458
de elasticidad, 0%

|| Modulo de elasticidad, 2% Meédulo 270.05538 203.18632 1.3291 1 005 0 -440.40879 980.51955
de elasticidad, 0.5%
Médulo de elasticidad, 2% Modulo = 305.4201 217.21532 1.40607 1 005 0 -454.09805 1064.93824

de elasticidad, 1%
Médulo de elasticidad, 4% Modulo  830.41373 217.21532 3.823 0.02828 0.05 1 70.89558 1589.93187
de elasticidad, 0%

Médulo de elasticidad, 4% Modulo = 317.28267 203.18632 1.56154 1 005 0 -393.1815 1027.74684
de elasticidad, 0.5%

Médulo de elasticidad, 4% Modulo = 352.64738 217.21532 1.62349 1 005 0 -406.87076 1112.16553
de elasticidad, 1%

Médulo de elasticidad, 4% Modulo = 47.22729 217.21532 0.21742 1 005 0 -712.29086 806.74543

de elasticidad, 2%

: Tukey Test  -|

MeanDiff SEM q Value Prob  Alpha  Sig LCL UcL

Médulo de elasticidad, 0.5% Moddulo 513.13106 203.18632 3.57148 0.1541 0.05 0 -143.97752 1170.23964
de elasticidad, 0%

Médulo de elasticidad, 1% Modulo 477.76634 217.21532 3.11057 0.24875 0.05 0 -224.71228 1180.24496
de elasticidad, 0%

Moédulo de elasticidad, 1% Moédulo -35.36471 203.18632 0.24614 0.99976 0.05 0 -692.47329 621.74387
de elasticidad, 0.5%

Moédulo de elasticidad, 2% Médulo 783.18644 217.21532 5.09906 0.02723 0.05 1 80.70782 1485.665086
de elasticidad, 0%

Moédulo de elasticidad, 2% Module 270.05538 203.18632 1.87963 0.68035 0.05 0 -387.0532 927.16396
de elasticidad, 0.5%

Moédulo de elasticidad, 2% Moddulo 305.4201 217.21532 1.98848 0.63651 0.05 0 -397.05852 1007.89872
de elasticidad, 1%

Moédulo de elasticidad, 4% Moédulo 830.41373 217.21532 5.40654 0.01908 0.05 1 127.93511 1532.89235
de elasticidad, 0%

Moédulo de elasticidad, 4% Médulo 317.28267 203.18632 2.20834 0.54789 0.05 0 -339.82591 974.39125
de elasticidad, 0.5%

Médulo de elasticidad, 4% Modulo 352.64738 217.21532 2.29596 0.51334 0.05 0 -349.83124 1055.126
de elasticidad, 1%

Modulo de elasticidad, 4% Maobdulo 47.22729 217.21532 0.30748 0.99942 0.05 0 -655.25133 749.70591
de elasticidad, 2%

Anexo 1. Resultados del andlisis estadistico ANOVA para valores calculados de E de hidrogeles CHI-ALG
PEC
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VIII.  Anexos
1 Bonferroni Test |
MeanDiff SEM t Value Prob | Alpha Sig LCL UCL
Fuerza de puncion en la rotura, 0.5% 13.71982 11.33038 1.21089 1 005 0 -25.89815 53.33778
Fuerza de puncion en la rotura, 0%
Fuerza de puncién en la rotura, 1% 4.43998 12.11269 0.36656 1 005 0 -379134 46.79337
Fuerza de puncion en la rotura, 0%
Fuerza de puncién en la rotura, 1% @ -9.27983 11.33038 -0.81902 1 005 0 -488978 30.33814
Fuerza de puncion en la rotura, 0.5%
Fuerza de puncién en la rotura, 2% @ 36.04471 12.11269 2.97578 0.12614 0.05 0 -6.30868 78.3981
Fuerza de puncién en la rotura, 0%
_| Fuerza de puncion en la rotura, 2% = 22.32489 11.33038 1.97036 0.74486 0.05| 0 -17.29307 61.94286
Fuerza de puncién en la rotura, 0.5%
Fuerza de puncion en la rotura, 2% @ 31.60472 12.11269 260923 0.24291 0.05 0 -10.74867 73.95811
Fuerza de puncién en la rotura, 1%
Fuerza de puncion en la rotura, 4% @ 26.83517 12.11269 2.21546 0.48751 0.05 0 -15.51822 69.18856
Fuerza de puncién en la rotura, 0%
Fuerza de puncion en la rotura, 4% @ 13.11535 11.33038 1.15754 1 005 0 -26.50261 52.73332
Fuerza de puncion en la rotura, 0.5%
Fuerza de puncién en la rotura, 4% = 22.39519 12.11269  1.8489 0.91506 0.05 0 -19.9582 64.74857
Fuerza de puncion en la rotura, 1%
Fuerza de puncién en la rotura, 4% @ -9.20954 12.11269 -0.76032 1 005 0 -51.56293 33.14385
Fuerza de puncién en la rotura, 2%
5 Tukey Test |
MeanDiff SEM q Value Prob  Alpha Sig LCL UcL
Fuerza de puncion en la rotura, 0.5% 13.71982 11.33038 1.71245 0.74578 0.05 0 -22.92286 50.36249
Fuerza de puncién en la rotura, 0%
Fuerza de puncién en la rotura, 1% 443998 12.11269 0.51839 0.99556 0.05 0 -34.73268 43.61265
Fuerza de puncién en la rotura, 0%
Fuerza de puncion en la rotura, 1% @ -9.27983 11.33038 1.15827 0.91929 0.05 0 -45.9225 27.36284
Fuerza de puncién en la rotura, 0.5%
Fuerza de puncion en la rotura, 2% | 36.04471 12.11269 4.20839 0.07598 0.05 0 -3.12796 75.21737
Fuerza de puncion en la rotura, 0%
| | Fuerza de puncion en la rotura, 2% | 22.32489 11.33038 2.78651 0.33942 0.05 0 -14.31778 38.96736
Fuerza de puncién en la rotura, 0.5%
Fuerza de puncion en la rotura, 2% | 31.60472 12.11269 369 0.13553 0.05 0 -7.56794 70.77739
Fuerza de puncion en la rotura, 1%
Fuerza de puncion en la rotura, 4% @ 26.83517 12.11269 3.13313 0.24321 0.05 0 -12.33749 66.00784
Fuerza de puncién en la rotura, 0%
Fuerza de puncién en la rotura, 4% | 13.11535 11.33038 1.63701 0.77402 0.05 0 -23.52732 49.75803
Fuerza de puncion en la rotura, 0.5%
Fuerza de puncion en la rotura, 4% @ 22.39519 12.11269 2.61474 0.39575 Q.05 0 -16.77748 61.56785
Fuerza de puncién en la rotura, 1%
Fuerza de puncién en la rotura, 4% | -9.20954 12.11269 1.07526 0.93683 0.05 0 -48.3822 29.96313
Fuerza de puncién en la rotura, 2%

Anexo 2. Resultados del andlisis estadistico ANOVA para valores calculados de PS de hidrogeles CHI-ALG

PEC
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Bonferroni Test -]
MeanDiff ~ SEM t Value Prob Alpha  Sig LCL UcCL
Area bajo la curva, 0.5% Area bajo -1.03219 0.26398 -3.91005 0.02434 0.05 1 -1.95523 -0.10914
la curva, 0%
Area bajo la curva, 1% Areabajola -1.69741 0.28221 -6.01472  8.73949E-4 0.05 1 -2.68419 -0.71063
curva, 0%
Area bajo la curva, 1% Areabajola -0.66522 0.26398 -2.51996 0.28478 0.05 0 -1.58827 0.25782
curva, 0.5%
Area bajo la curva, 2% Area bajola -0.24469 0.28221 -0.86703 1 005 0 -1.23146 0.74209
curva, 0%
| Area bajo la curva, 2% Area bajo la 0.7875 0.26398 2.98316 0.12449 0.05 0 -0.13554 1.71055
curva, 0.5%
Area bajo la curva, 2% Areabajola  1.45273 0.28221 5.14769 0.00319 0.05 1 0.46595  2.4395
curva, 1%
Area bajo la curva, 4% Areabajola -0.90517 0.28221 -3.20744 0.08344 0.05 0 -1.89195 0.08161
curva, 0%
Area bajo la curva, 4% Areabajola 0.12702 0.26398 0.48116 1 005 0 -0.79603 1.05006
curva, 0.5%
Area bajo la curva, 4% Areabajola 0.79224 0.28221 2.80729 0.17051 0.05 0 -0.19453 1.77902
curva, 1%
Area bajo la curva, 4% Areabajola -0.66048 0.28221 -2.3404 0.39145 0.05 0 -1.64726 0.32629
curva, 2%
Tukey Test -
MeanDiff SEM | q Value Prob Alpha Sig LCL UcL
Area bajo la curva, 0.5% Areabajo -1.03219 0.26398 5.52965 0.01655 0.05 1 -1.88591 -0.17846
la curva, 0%
Area bajo la curva, 1% Area bajola -1.69741 0.28221 8.50611 6.63074E-4 0.05 1 -2.61008 -0.78474
curva, 0%
Area bajo la curva, 1% Area bajola -0.66522 0.26398 3.56375 0.15539 0.05 0 -1.51885 0.1885
curva, 0.5%
Area bajo la curva, 2% Area bajola -0.244589 0.28221 1.22617 0.9031 0.05 0 -1.157368 0.66799
curva, 0%
| Area bajo la curva, 2% Area bajo la 0.7875 0.26398 4.21882 0.07508 0.05 0 -0.08622 1.64123
curva, 0.5%
Area bajo la curva, 2% Area bajola  1.45273 0.28221 7.27993 0.00235 0.05 1 054006  2.3654
curva, 1%
Area bajo la curva, 4% Area bajola -0.90517 0.28221 4.536 0.05221 0.05 0 -1.81784  0.0075
curva, 0%
Area bajo la curva, 4% Areabajola 0.12702 0.26398 0.68047 0.98757 0.05 0 -0.72671 0.98074
curva, 0.5%
Area bajo la curva, 4% Area bajola 0.79224 0.28221 3.97011 0.09942 0.05 0 -0.12043 1.70491
curva, 1%
Area bajo la curva, 4% Area bajola -0.66048 0.28221 3.30983 0.20315 0.05 0 -1.57315 0.25219
curva, 2%

Anexo 3. Resultados del anélisis estadistico ANOVA para valores calculados de area bajo la curva de los
gréficos de carga vs. desplazamiento de hidrogeles CHI-ALG PEC
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