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Una de las causas mas comunes de muerte durante la etapa de recuperacion de una lesion
cutanea es la necrosis de la zona dafiada, esto debido al poco cuidado que se le da a la herida.
En los dltimos afios, la ingenieria de tejidos ha desarrollado materiales que propician un
ambiente adecuado para que se lleve a cabo el proceso de cicatrizacién. Dentro de los materiales
recientemente desarrollados se encuentran los apositos, los cuales son hidrogeles que ayudan a
absorber los exudados durante la cicatrizacion y brindan ademas la posibilidad de liberar

sustancias hioactivas al sitio de la herida.
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En este trabajo se prepararon apdsitos citocompatibles de hidrogel mediante la técnica de
moldeo y evaporacion de solvente, en donde se utilizaron soluciones poliméricas de quitosano
(CH) y gelatina (GE). Para volver al hidrogel mas rigido y consistente, se reticuldé con
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 apo6sitos fueron caracterizados en términos de su composicion quimica,
topografia, rugosidad, hinchamiento, propiedades mecéanicas, citocompatibilidad, adhesién y

proliferacion celular.
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I. Introduccién

. 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 inclusive muscular de cierta &rea en el cuerpo humano. La recuperacion de una herida implica
la ocurrencia de un proceso en varias etapas: la coagulacion, inflamacién, proliferacién y
cicatrizacion.! La coagulacion tiene como funcion detener la hemorragia de la zona afectada.
Consecuentemente, en la etapa de inflamacion, se lleva a cabo un proceso exudativo en el cual
las células inflamatorias producen enzimas lisosomales, asi como especies reactivas de oxigeno
las cuales ayudan a propiciar un ambiente antibacteriano. Seguido de esto, es en la etapa de
proliferacion donde los queratinocitos se estiran y contraen para formar una barrera en la parte
superior de la herida que no permite el contacto con bacterias y especies exogenas durante el
desarrollo y la expansion de los fibroblastos. Por Gltimo, la cicatrizacién de la herida culmina
con la etapa de maduracion que tiene como objetivo alcanzar el esfuerzo tensil méximo de la
zona recuperada después de la degradacion, organizacion y resintetizacion de la matriz

extracelular.2*

Para llevar a cabo este proceso, es necesario que el area dafiada cuente con un ambiente en
donde el pH, humedad y presion de oxigeno sean los adecuados, asi como una atmosfera
antimicrobiana.>® El organismo puede propiciar este ambiente, ademas de presentar respuesta
répida en la cicatrizacion de heridas con areas pequefias, sin embargo, es dificil llevar a cabo
este procedimiento cuando el area de la herida es relativamente grande. En busca de nuevos
tratamientos para la regeneracion cutanea, de unos afios a la fecha se ha explorado el desarrollo
de apdsitos de hidrogel con distintas propiedades, en particular peliculas delgadas, rugosas y
resistentes capaces de propiciar la adhesion y propagacion de células de la dermis.”?

Un hidrogel es una red polimérica tridimensional capaz de retener su peso en agua para
después liberarlo o difundirlo al exterior. Es debido a esta peculiaridad que los apdsitos de
hidrogel son muy atractivos para el tratamiento de heridas, ya que al mismo tiempo de propiciar
la retencién de sus exudados son capaces de liberar farmacos al estar en contacto directo con
ellas. Entre los distintos materiales poliméricos a partir de los cuales se pueden sintetizar los

apositos de hidrogel se destacan los biopolimeros naturales, mismos que se pueden obtener de
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distintas fuentes como el almidon (tubérculos), algas (alginato) bacterias (dextrano), plantas y
derivados (celulosa), etc. De 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 trabajo se prepararon apdésitos de hidrogel a partir de soluciones poliméricas de CH
y GE reticulados con GA, variando la concentracion de GE y el agente reticulante glutaraldehido
(GA), asi como el método de reticulacion (en disolucion y por deposicion quimica de vapor
CVD). Los hidrogeles sintetizados se caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo por
reflexion total atenuada (FTIR-ATR), microscopia de fuerza atdbmica (AFM), gravimetria
(ensayos de hinchamiento) ensayos mecanicos de puncidn, y ensayos bioldgicos de sembrado
celular, tincion celular, ELISA y microscopias Optica y de fluorescencia confocal. Se llevaron a
cabo andlisis estadisticos de los resultados por el método de analisis de la varianza (ANOVA)

de una via con métodos posthoc Tukey y Bonferroni.



I1. Justificacion y objetivos

Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Las heridas son lesiones que dafian la piel y otros tejidos del cuerpo, los cuales son causados
como resultado de un accidente, incision quirdrgica, entre otros. El cuerpo humano tiene la
capacidad de llevar a cabo la cicatrizacion de heridas en areas relativamente pequefias, aunque
para areas mayores es necesario observar un control en las condiciones de cicatrizacion,
primordialmente para evitar la infeccion de la misma. En el contexto de la ingenieria de tejidos,
a la fecha se han desarrollado materiales biocompatibles, biodegradables y no toxicos, los cuales
propician este tipo de ambientes de cicatrizacion y que también presentan la posibilidad de ser
cargados con algun farmaco de interés para su difusion controlada. Para que un biomaterial
pueda ser considerado en la préctica clinica, este debe ser validado 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 es desarrollar apositos citocompatibles a base de CH y

GE para aplicaciones biomédicas.

2.3 Objetivos especificos
- Sintetizar apésitos de CH y GE por la técnica de moldeo y evaporacién de solvente,
explorando como variables las concentraciones de GE y GA (agente reticulante), asi como el

mecanismo de reticulacion (en disoluciéon y por CVD).

- Caracterizar los apoésitos de hidrogel y materiales precursores en términos de su estructura 'y

composicion quimica por FTIR-ATR.

- Evaluar los apdsitos de hidrogel en términos de sus propiedades fisicoquimicas y de

superficie por ensayos de hinchamiento y AFM.

- Evaluar apositos seleccionados en términos de sus propiedades bioldgicas por ensayos de

sembrado celular, tincion celular, ELISA y microscopias optica y de fluorescencia confocal.
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I11. ANTECEDENTES

3.1 Biopolimeros en aplicaciones biomédicas

Los biopolimeros son polimeros de origen natural compuestos por series de unidades de
monosacaridos (monomeros) que se mantienen unidos mediante enlaces glucosidicos. Los
biopolimeros estan facilmente disponibles a partir de diversas fuentes, como las algas (alginato),
plantas (almiddn), animales (quitosano) y microorganismos (dextrano). Como se report6 en la
literatura reciente, pueden modificarse facilmente quimica y bioquimicamente y son altamente
estables, seguros, no toxicos, hidrofilos, formadores de gel y, 1o que es mas importante, a
menudo biodegradables, lo que respalda su uso cada vez mayor en aplicaciones de ingenieria de
tejidos y medicina regenerativa. Ademas, dentro del cuerpo humano realizan funciones

bioldgicas Gnicas, desde la sefializacion celular hasta el reconocimiento inmunoldgico.

Ejemplos de biopolimeros empleados de forma recurrente para producir vehiculos o
dispositivos para la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa incluyen al quitosano,
dextrano, acido hialuroénico, alginato, heparina, gelatina, almidon, entre otros, los cuales estan
presentes en la matriz extracelular de células y tejidos. Dos de los biopolimeros mas estudiados

en la actualidad para aplicaciones biomédicas son el CH y la GE.

3.1.1 Quitosano

El CH es un polisacarido biocompatible y biodegradable constituido por unidades de -1,4-
anhidroglucosamino y N-acetil-p-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. EI CH es identificado por la fraccion de residuos de las
unidades N-acetilglucosamino 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 celular.***> También dictado por el
DA, el CH posee aminas alifaticas que pueden ser protonadas por acidos, presentando valores
de pKa de entre 6.3-6.5.2° Importante, la presencia de grupos amino en la estructura del
biopolimero le provee catidnicidad y consecuentemente la capacidad de formar complejos de
polielectrolitos y derivados de nitrogeno.”*® Este biopolimero presentan biodegradabilidad y

biocompatibilidad, asi como de toxicidad nula y antimicrobial.
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Debido a lo anterior, el CH se ha estado utilizando en ingenieria de tejidos ya sea en geles,
membranas, nanofibras, microparticulas, nanoparticulas, andamios, esponjas, etc.'! Por su
naturaleza quimica, el CH presenta propiedades mecanicas pobres, las cuales pueden ser
mejoradas utilizando un entrecruzante como glioxal (Figura 2 a) , epiclorhidrina (Figura b) o

glutaraldehido (Figura 2 ¢) y mezclandolo con otros biopolimeros.*®

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

Cl J\/\/U\
H H

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

3.1.2 Gelatina

Por otra parte, la GE es un polipéptido obtenido a partir de la desnaturalizacion del colageno
de tipo | y este mismo se puede obtener de distintas fuentes tanto de origen marino, bovino,
porcino, aviario, etc.’® Dependiendo del tratamiento que se lleve a cabo para su
desnaturalizacion, se obtienen dos tipos de GE: en la extraccion acida se obtiene GE de tipo A

y en la extraccion alcalina se obtiene GE de tipo B. Se reportado que la GE de tipo A tiene su
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punto isoeléctrico de pH 7-9 y la GE de tipo B presenta su punto isoeléctrico de pH 4.8-5.11.24%2
La GE esta constituida comunmente por 18 aminoacidos los cuales se ordenan o se encuentran

en mayor proporcion que otros dependiendo de la fuente de origen (Figura 3).

Asimismo, es comunmente representada como un oligopéptido de glicina, prolina e
hidroxiprolina.?®?* Sin embargo, este biopolimero cuenta con grupos colgantes que pueden tener
interaccién con grupos reticulantes. Los grupos amino de la lisina son los previstos y
espacialmente habilitados para interaccionar, ya que estos se encuentran en la posicion € de la
estructura del aminoacido, lo cual deja al grupo amino expuesto hacia el solvente. Ademas cabe
destacar que, por el pH fisioldgico de la GE en aplicacion, el grupo amino de la lisina queda
cargado positivamente debido al pKa de 10.5 con el que cuenta.?® La GE presenta excelentes
propiedades tanto de biodegradabilidad como de formacién de peliculas, sin embargo, su
aplicacion se ve limitada debido a sus limitadas propiedades mecéanicas y su rapida disolucién

en medio acuosos. Al igual que el CH, las propiedades de la GE también se pueden mejorar

utilizando un entrecruzante y mezclandola con otros polimeros.?®2
o) 0 0 0 OH
Il w |l H | H Il
C—N—(I)H—C—N—(".)H—C—N—?H—C—N
Q H CH H
¥ H I e [ Ho|
MN_?H_C_N_?H_C_N CHQ CHQ ﬁ;_N_CH_ﬁ_N
I
CHs H (|3H2 c=o0 O O
NH O- I
] 0
C|:—NH2
NH,

Figura 3. Estructura quimica de la gelatina.

3.2 Hidrogeles

Un ambiente con pH, humedad, ambiente antiséptico y de presion de oxigeno apropiados
acelera el proceso de cicatrizacion de una herida; este tipo de ambientes puede ser procurado
con la utilizacion de apositos de hidrogel.?® Estos materiales pueden funcionar ademas como

vehiculos para la liberacion controlada de farmacos, lo cuales son una alternativa para regular
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la biodisponibilidad de los agentes terapéuticos al mismo tiempo de absorber exudados de una
herida. Dependiendo de la formulacion del agente terapéutico y la aplicacion, el farmaco puede

ser liberado desde unas horas hasta meses.?®

Para sustentar este proyecto, se realizd una revision bibliografica sobre la preparacion de
hidrogeles de CH y GE reticulados. Rusanu y colaboradores sintetizaron apositos de hidrogel
con CH y GE.*® Se prepararon por separado soluciones acuosas de CH y GE de 2 %p/p en 1
%p/v en CH3sCOOH. Se mezclaron volimenes iguales de las soluciones poliméricas por 6 h a
25 °C y las mezclas resultantes fueron liofilizadas. EI material fue inmerso en una solucion de
tripolifosfato de sodio (TPP) al 1 %p/p y puesto en contacto con el reticulante en intervalos de
0, 30, 60 y 120 min.

Figura 4. Micrografias SEM de los cortes transversales de hidrogeles. (A y B) materiales sin
entrecruzar, (C y D) con 30 min de inmersién en TPP; (E y F) 1 h de inmersién en
TPPy (G yH) 2h de inmersion en TPP.

El material fue liofilizado y se caracteriz6 su morfologia y los efectos del entrecruzamiento
con TPP mediante microscopia electronica de barrido. Los hidrogeles reticulados con TPP
presentan una estructura mas uniforme y con poros esféricamente delimitados (Figura 4). En la
Figura 5 se observa el grado de degradacion que tuvieron los hidrogeles reticulados con tiempo
de inmersion de 0, 30, 60 y 120 min en la solucién de colagenasa por 48 y 144 h. Se observo

que hay un mayor grado de degradacion del hidrogel con el tiempo de incubacién con la enzima,
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sin embargo, cabe destacar también que a medida que se incrementa el tiempo de inmersién del

hidrogel en TPP tiende a generar una resistencia mayor a la degradacion.
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Figura 5. Degradacion de los hidrogeles en solucion de colagenasa.

La carga del farmaco, Norfloxacin por sus propiedades antibacteriales, fue Ilevada a cabo
mediante el mecanismo de Korsmeyer y Peppas, sumergiendo muestras de hidrogel seco (20
mg) en 5 mL de una solucion al 2 %p/p del farmaco a temperatura ambiente por 72 h.3! Los
resultados muestran un intervalo de eficiencia de carga del 59.5 hasta 82.27% (hidrogeles
reticulados de 2 h a 30 min con TPP). Estos resultados sugieren que la eficiencia en el proceso
de incorporacion de farmacos a los hidrogeles depende directamente de la estructura, porosidad
e interconexion de poros, todos ellos gobernados por el grado de reticulacion. Los perfiles de
liberacion del farmaco denotan una eficiencia hasta del 66.85% en 24 h. Por ultimo, los
hidrogeles se caracterizaron por ensayos de citotoxicidad en donde los hidrogeles de control, 30
min'y 2 h de reticulacion fueron mantenidos en un cultivo con fibroblastos durante 48 y 72 h.%2
En ambos se observa un efecto de la matriz polimérica debido a la gran proliferacion celular

que hay en el hidrogel de 2 h de reticulacion comparado con los demas (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del tiempo de reticulacion en hidrogeles para la proliferacion en cultivos

celulares.

3.2.1 Efecto del entrecruzante

Se reviso el trabajo de da Silva y colaboradores, en donde sintetizaron membranas de CH por
entrecruzamiento con GA en distintas concentraciones desde 5x10 hasta 0.1 M, dando como
resultado membranas con grado de entrecruzamiento desde 0.1 hasta el 20%, respectivamente
(CTS0.1 — CTS20).% Los autores llevaron a cabo estudios de permeacion de iones empleando
una celda de difusién lateral, donde las membranas sintetizadas fueron equilibradas con una
solucién amortiguadora de pH y colocadas a la mitad de la celda entre los compartimentos del
receptor y el donador, las concentraciones de ambos compartimentos fueron monitorizadas

constantemente por espectroscopia de UV-Vis.

2 4 I;
01 solucién de PBS ]
w 1.5 O  Solucion amortiguadora TRIS-Ca®*/Mg?* I
e
2
T . , ]
k3 . =
. ]
05 ﬂ
0 T T T 1
BA Ph PE SA

Figura 7. Permeabilidad de la membrana CTS00 con solutos como BA, Ph, PE y SA en distintos

medios salinos.
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Los aniones utilizados fueron &cido benzoico, acido ftalico y acido salicilico (BA, Ph y SA,
por sus siglas en inglés, respectivamente) y como ién neutro se empled 2-feniletanol (PE, por
sus siglas en inglés). En la Figura 7 se puede observar la permeacion de los distintos solutos en
una membranada sin GA, donde el SA presenta una permeacion mucho mayor que los demas
solutos. También se realizaron caracterizaciones de permeabilidad (P), coeficiente de particion
(K) y de difusion aparente (D) utilizando las membranas reticuladas a distintos grados de
reticulacion. En la Figura 8a se muestra un incremento de la permeabilidad desde CTS00 hasta
CTSO05, sin embargo se define un declive de esta tendencia cuando se incrementa el grado de
reticulacion (hasta CTS20).
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Figura 8. Permeabilidad (a), coeficiente de particion (b) y difusion aparente (c) del acido
salicilico en soluciones de PBS y solucion amortiguadora TRIS-Ca?*/Mg*? en

funcion del grado de reticulacion.

Ademaés, cabe resaltar que hay una mayor permeacién cuando los hidrogeles se encuentran

en solucion amortiguadora y se debe a la propiedad de quelacion que tienen los grupos aminos.3*

10
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Asimismo, hay una tendencia creciente en la K a medida que se incrementa el grado de
reticulacion en las muestras (Figura 8b).% La D puede ser calculada a partir de la razén de P/K
y en la Figura 8c se observa un declive de la difusion aparente a medida que se incremente el
grado de reticulacion, llegando a converger fas difusiones de ambas soluciones salinas en una
misma muestra (CTS20).

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

Balakrishnan y colaboradores prepararon hidrogeles a partir de soluciones de 20 %p/p de
dialdehido de alginato (ADA, por sus siglas en inglés) con un grado de oxidacién del 57% y una
solucion al 15 %p/p de GE., esto en presencia de Borax 0.1 M.% Lo més destacable de este
trabajo es la caracterizacion bioldgica lograda en los hidrogeles, mismos que se estudiaron
durante 5, 10 y 15 dias para observar la epitelizacion de las incisiones hechas en algunas ratas.
En el dia 5 de observacion se denotaron granulos de inflamacion en la dermis, necesario como

87 Ademas, se encontraron colonias de bacterias en la

prerrequisitos para iniciar la curacion.
incision sin hidrogel, mientras que la incision con hidrogel no tuvo colonias, esto se le atribuye

al medio antiséptico que promueve el Bérax (Figura 9).%®

{a)

Nuevos
Vasos

Figura 9. Histologia de secciones de herida pigmentadas con hematoxilina y eosina en los
bordes de la herida en (a) sin aplicar hidrogel a 150x y (b) aplicando hidrogel a 300x
en el quinto dia de observacién. Fotografias de heridas en el quinto dia de

observacion; sin aplicar hidrogel (c) y aplicando el hidrogel (d).

11
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Epidermis

o | cuesineios o pmencs el |
- casi completa 7 - \ %

1. Histologia de secciones de herida pigmentadas con hematoxilina y eosina en la seccion
transversal de la herida en (a), 60x y (b), 150x en el quinto dia de observacion.
Fotografias de heridas en el quinto dia de observacion; sin aplicar hidrogel (c) y

aplicando el hidrogel (d).

e ! e :
| "

Figura 11. Histologia de secciones de herida pigmentadas con hematoxilina y eosina en los

bordes de la herida en (a) aplicando hidrogel a 15x y (b) sin aplicar hidrogel a 15x
en el quinto dia de observacion. Fotografias de heridas en el quinto dia de

observacion; sin aplicar hidrogel (c) y aplicando el hidrogel (d).

Durante el dia 10 hubo formacion de colageno nuevo y de nuevo tejido, casi por cerrar la
herida, y también se denot6 la formacion de 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 volvio pequefia y de
tejido proliferativo de fibroblastos. Ademas, se observa colageno completamente formado en la

dermis (Figura 11).

3.4 Hipotesis
Los apositos de hidrogel preparadas a base de CH y GE seran citocompatibles, presentaran

las propiedades mecénicas adecuadas para su aplicacion potencial en el terreno biomédico.

13
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de apositos

Se prepararon apositos de hidrogel con una solucion fija de CH al 2 %p/v y soluciones de
GE con concentraciones variables del 0 al 4 %p/v, replicando cada aposito por triplicado (M1-
M3) y etiquetandolos segun su concentracion (CH 2:0 GE — CH 2:4 GE). En la Figura 12 se
muestran fotografias en vista de planta de la membrana CH 2:1 GE en funcién del tiempo. Se
puede observar a partir del primer dia las membranas adoptan una tonalidad amarilla tenue la
cual se va intensificando a con el tiempo hasta alcanzar una tonalidad ocre. Ademas, este cambio
de tonalidad no solo cambia con el tiempo sino también con la concentracién de GE, es posible
observar en la Figura 13 que a medida que se incrementa la concentracion de este Gltimo la
tonalidad amarillo ocre se intensifica. Lo anterior se atribuye a la progresion paulatina de la
reticulacion mediada por el GA resultando en la formacion de bases de Schiff. La formacién de
bases de Schiff por reticulacién de polisacaridos da lugar a un cambio de color amarillo tenue a

amarillo ocre.®®

Muy importante, las membranas obtenidas 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 reticulacion del hidrogel

14
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B0 21 ECTaE 2.4

Figura 13. Sistemas reticulados

4.2 Caracterizacion quimica de los ap0sitos y 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 bandas en el infrarrojo
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 a) es posible observar las bandas caracteristicas e invariables de
3372 (-OHy —NH,), 2926 (-CH), 1542 (amida I1) y 1027 cm™ (-C-O y C-C). Sin embargo, cabe
denotar que la sefial a 1635 cm! en una primera instancia se sefial6 como una amida 1, la cual

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

En la Figura 14 b) se presenta un acercamiento de la banda a 1635 cm™ en donde es posible
denotar un crecimiento de esta banda a medida que se incrementa la concentracion de GE en la
matriz polimeérica. 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 formacién de bases de Schiff. La Figura 15 determina el mecanismo de reaccion de la
formacion de bases de Schiff en donde se involucra la adicion nucleofilica de los grupos €-amino
hacia los grupos carbonilo de uno de los aldehidos terminales del glutaraldehido para 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 Schiff).#142 Por lo tanto, el
crecimiento observado en nuestros sistemas con la reticulacion se atribuye a esto Gltimo. Esto
también se puede corroborar con el area bajo la curva de la banda de interés (Figura 14 ¢) donde

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

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

probable que se lleve este tipo de mecanismos.*
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Figura 14. a) Espectros de FTIR-ATR 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 son mostrados en los graficos a) y b)
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Figura 15. Mecanismo de reaccion en la formacion de bases de Schiff

4.3 Caracterizacion de la topografia y rugosidad de los apdsitos.

Apositos 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
comparacion. Se obtuvieron micrografias en 3D a partir de las cuales se determind la rugosidad
de cada muestra (Figuras 16 a-c y 17). En las Figuras 16 a-c se muestras las micrografias 3D
obtenidas donde se destaca que los apdsitos reticulados por CVD (Figuras 16 b y 16 ¢) presentan
protusiones con mayor proporcion y mayor altura que la muestra sin reticular (Figura 16 a) del
aposito CH 2:4 GE el cual presenta una superficie mayormente plana con valles muy separados
dejando una especie de Ilanuras 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 evolucion del proceso de reticulacion, las
cadenas poliméricas se unen gradualmente unas con otras, reduciendo asi su movilidad debido

a las limitaciones de espacio y al incremento de interacciones laterales, reorganizandose asi en
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conformaciones empaquetadas con dimensiones incrementadas. En la subfase, las cadenas se
enredan con vecinos homdlogos en su mayoria, mientras que las interfaces también pueden
formar ondulaciones intramoleculares que son propensas a hidratarse por la humedad

ambiental.*® Finalmente, si el area superficial se restringe aiin mas por el enredamiento, tanto

las cadenas interiores como las exteriores se estiran, adoptando un estado condensado.**

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 membranas obtenidas de la region X-Y 10 x 10
um. 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 2:0 GE CVD y CH
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 a partir del cual la adhesion y proliferacién
celular son promovidas. Esto da evidencia de que el método de reticulacion mejora la topografia

de los apdsitos. La topografia también se vio favorecida con la concentracion de GE.

4.4 Evaluacion de las propiedades de hinchamiento de los apdsitos

La Figura 18 muestra las curvas de hinchamiento que presentaron cada uno de los apositos
sintetizados. Los apdsitos 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%). El resto de los apositos
presentaron valores inferiores de hinchamiento de entre 40 y 50%. Estos resultados demuestran
que la GE mejora la afinidad por el agua exhibida por los apésitos, misma que se anticipa como
favorable para la aplicacion biomédica propuesta (los apdsitos que presentan afinidad por agua

son en general altamente citocompatibles).
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Figura 18. Curvas de hinchamiento de los apo6sitos de hidrogel

Las curvas presentadas en la Figura 18 fueron ajustadas a distintos modelos para determinar
los parametros cinéticos de hinchamiento. En la Figura 19 se 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 calcular la constante de hinchamiento en el equilibrio
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(Keg) y el hinchamiento en el equilibrio (Weq). En la Figura 20 es posible observar que a medida
gue se incrementa la concentracion de GE en el apdsito, esté tarda mas en hincharse (a mayores
Keq €l material se hincha mas rapido), aunque se denota también un mejoramiento en la
capacidad de hinchamiento en el equilibrio (Figura 21).
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Figura 19. Ajuste de las curvas de hinchamiento a un modelo de segundo orden
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Figura 20. Constante de hinchamiento en el equilibrio vs concentracion de gelatina en el

sistema.
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Figura 21. Grado de hinchamiento en el equilibrio vs concentracion de gelatina en el sistema

4.5 Evaluacidn de las propiedades mecéanicas de los apésitos
La Figura 22 presenta curvas carga-desplazamiento representativas de cada una de las
formulaciones de hidrogel sintetizadas.

Mediante las Ecuaciones 3y 4 se calcularon el médulo elastico (E) y el punto de esfuerzo en
la fractura (PS) y los resultados se muestran en la Tabla 1. Se puede observar que ambos
parametros disminuyen a medida que se incrementa la concentracion de GE en el apésito, es
decir, que el material se vuelve méas blando en su zona elastica, aunque menos resistente a la
fractura una vez alcanzado la zona de deformacidn plastica. Aparentemente, la mayor
hidratacion del sistema debida a la naturaleza hidrofilica de la GE (ver resultados de
hinchamiento) tiene un efecto de ablandamiento en la zona elastica; sin embargo, el mayor grado
de reticulacion debido a la reaccion entre la GE y la GA impacta en la respuesta plastica del
sistema (se reduce la resistencia a la fractura). Este comportamiento ha sido previamente
observado para sistemas de polisacéaridos entrecruzados con GA en solucion.®® Como siguiente
paso en la investigacion, se procedié a evaluar el efecto del grado de reticulacién en las
propiedades mecanicas en el sistema. Se eligié la muestra CH 2:4 GE y se vario la concentracion
de GA, los resultados se muestran en la Figura 23 y Tabla 2. Es posible observar que tan pronto

como se incrementa la concentracion de GA en la matriz polimérica, el material se vuelve méas
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quebradizo, resultando en el incremento de los moédulos E y PS. Esto confirma el aumento en

rigidez provocado por la reticulacién del sistema.

Tabla 1. Mddulo de elasticidad (E) y esfuerzo en la fractura (PS) de membranas CH 2:0 GE al

CH 2:4 GE reticulados en solucién con 1 %v/v GA

Composicion E (MPa)  PS (MPa)
CH2:.0GE 19614.18 105.57
CH2:1GE 7977.60 63.70
CH 2:2 GE 3691.62 21.63
CH 2:3 GE 125191 14.42

CH 2:4 GE 747.33 19.97
I L I Ll I L I & I L I
’ ——CI12:1 GE
——CH2:2GE
——CH 2:3GE
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Desplazamiento (mm)

Figura 22. Gréficas de carga-desplazamiento de membranas CH 2:0 GE — CH 2:4 GE reticuladas

en solucién con 1 %v/v de GA.
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Tabla 2. Mdédulo de elasticidad (E) y esfuerzo en la fractura (PS) de membranas CH 2:4 GE

reticulados a distintas concentraciones de GA (0-1 %v/v)

Composicién E (MPa) PS (MPa)
CH 2:4 GE 0% 381.38 32.53
CH 2:4 GE 0.25% 1076.89 13.03
CH 2:4 GE 0.50% 2462.17 41.72
CH 2:4 GE 0.75% 3723.44 45.48
CH 2:4 GE 1% 3462.09 55.02
T L T ! T L T Y T v T v T J T
1.0 ' ——cH24GE025% a
e CH 2:4 GE 0.5%
e C11 2:4 GE 0.75%
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Figura 23. Gréfica de carga-desplazamiento de membranas CH 2:4 GE a distintas

concentraciones de GA (0-1 %v/v).

Tabla 3. Md6dulo de elasticidad (E) y punto de fractura (PS) de membranas CH 2:4 GE
reticulados por CVD con 0.05 %v/v GA.

Composicion E (MPa) PS (MPa)
2:0 CvD 0.05% 489.30 12.11
2:1CVD0.05%  1059.56 6.10
2:3 CVD 0.05% 400.51 7.73
2:4 CVD 0.05% 249.49 3.44
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Figura 24. Grafica de carga-desplazamiento de membranas CH 2:0 GE a CH 2:4 GE mediante
CVD en 0.05% de GA.

Por ultimo, se realizaron pruebas de puncion en apositos reticulados por la técnica de CVD.
Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 24 y Tabla 3. Se aprecia un descenso en

ambos parametros a medida que se incrementa la concentracion de GE.

4.6 Evaluacion de citocompatibilidad, adhesion y proliferacién celular de los
apositos

Dentro de la evaluacion bioldgica de los materiales preparados, se llevaron a cabo ensayos
de citocompatibilidad a partir de los lixiviados liberados por los apositos después de 48 h de
contacto con medio de cultivo. En la Figura 25 se muestran micrografias de células MDA-MB
231 expuestas a lixiviados de las muestras CH 2:4 GE y CH 2:4 GE CVD (las células fueron
tefiidas con cristal violeta). Se observa que las células expuestas a la muestra reticulada por CVD
estan presentes en una mucho mayor densidad a ambos tiempos de observacion. Este resultado
es consistente con la nocién de que la reticulacion por CVD es mas amigable que la reticulacion
en solucion en virtud de que menos cantidad de GA sin reaccionar es liberada al medio de cultivo
(el GA sin reaccionar es reconocido como toxico).%® Lo anterior se puede corroborar con la

Figura 26 en donde es posible denotar que los materiales preparados por CVD tienen una
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citocompatibilidad mayor, presentando valores de 93 y 86% de viabilidad después de 24 y 48 h
de incubacién, respectivamente. Por otro lado, los apdsitos reticulados en solucién ni siquiera

alcanzan el limite inferior para establecer un criterio de citocompatibilidad (70%).

24 h 48 h
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Figura 25. Micrografias de células MDA-MB 231 expuestas por 24 y 48 h de las muestras a)

CH 2:4 GE 1% de GA en solucion y CH 2:4 GE CVD.
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Figura 26. Porcentaje de viabilidad celular de la membrana CH 2:4 GE CVD 0.05% GA a

distintos tiempos de incubacion

Como siguiente paso en la evaluacion bioldgica, se procedio con el sembrado de células
sobre la superficie de apositos seleccionados. Para este experimento se emplearon apdsitos de
CH 2:4 GE sin reticulacion quimica y con reticulacion por CVD, los resultados se muestran en

la Figura 27. En ambos sistemas se observa una poblacion celular destacada, aungque con
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morfologia evidentemente distinta. Por un lado, las células sembradas sobre el sistema sin
reticular quimicamente (CH 2:4 GE S/R) exhiben una morfologia globular, caracteristica de
estudios donde las células no se han adherido adecuadamente a su sustrato (el apdsito sin
reticular en nuestro caso). Por otro lado, las células sembradas sobre el sistema reticulado por
CVD (CH 2:4 GE CVD) exhiben una morfologia alargada, misma que es caracteristica de la
linea celular empleada (fibroblastos) y que denota su adhesion adecuada a este apésito

4x 20x

CH 2:4 GE ¢VD CH 2:4 GE S/R

Figura 27. Adhesion y proliferacion celular sobre membranas CH 2:4 GE S/R 'y CH 2:4 GE
CvDa?24h

Para culminar esta etapa de resultados, se llevaron a cabo un ensayo de célula viva/muerta
para determinar la viabilidad celular en la superficie del material mediante la observacion de
células vivas tefiidas con calceina-AM (en color verde) y de células muertas tefiidas con yoduro
de propidio (en color rojo). Para este estudio se selecciond la muestra CH 2:4 GE CVD. En la
Figura 28 es posible observar una gran poblacion de células vivas sobre superficie del material
gue no solo se encuentran adheridas al mismo, sino que la gran mayoria de ellas se encuentran
estiradas y en su forma celular habitual. Ademas, es posible denotar una poblacion de células
muertas casi imperceptible (estas se encuentran sefialadas con flechas rojas) sobre la superficie
después de 24 h de incubacién. Estos resultados muestran que los ap6sitos CH 2:4 GE CVD son

materiales altamente citocompatibles.
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Vista general Acercamiento

CH 2:4 GE CVD

Figura 28. Micrografias de fluorescencia confocal de células fibroblastos después de 24 h de
sembrarlas en la superficie de la membrana CH 2:4 GE CVD. Las células vivas
(tefiidas con calceina AM) aparecen en verde y las células muertas (tefiidas con
yoduro de propidio) aparecen en rojo. Las barras de escala para la vista general y el

acercamiento son de 200 y 50 pum, respectivamente.
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V. EXPERIMENTAL

5.1 Sintesis de apositos

La sintesis de los apdsitos de CH y GE se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Coutinho y colaboradores con ciertas modificaciones (Figura 29).%® Se prepararon
soluciones poliméricas de GE (0-4 %p/v) con agua destilada, agitindose durante 30 min a 50
°C y de CH (2 %p/v) en acido acético al 1%, agitdndose durante 24 h. Asimismo se prepard una
solucion de GA al 1 %v/v, el cual tuvo la funcién de reticulante covalente. Para llevar a cabo el
moldeo y reticulacion del hidrogel, se utiliz6 un molde de plastico (el cual tiene una forma
circular) el cual se coloco en una parrilla con agitacion a 60 rpm y 45 °C. Una vez que se tiene
comprobado la uniformidad de la agitacion en el molde, con ayuda de una jeringa se vertié 1
mL de la solucién de GE y 1 mL de solucion de CH al mismo, dejandose agitar de manera
homogénea durante 3 min y tapandose con una placa Petri para evitar la evaporacion del
solvente. Pasado el tiempo de agitacion, se adicion6 1 mL de solucion de GA gota a gota durante
30 s seguido de una agitacion homogénea durante 20 s en el molde para asegurar la uniformidad
del reticulante en la matriz polimérica. Pasado este lapso de tiempo el molde se retir6 de la
parrilla, dandole leves golpes en la superficie para garantizar la uniformidad de la solucion en

el molde y se verifico que no hubiera burbujas en la solucién.

Los hidrogeles sintetizados se colocaron en un recipiente con tapa de aluminio perforada
donde se llevo a cabo la evaporacion del solvente durante 7 d. Posteriormente, los hidrogeles
fueron desmoldados y neutralizados con 80 mL de NaOH 0.1 M durante 10 min seguido de un
enjuague con agua destilada durante 10 min. ElI material neutralizado se dejé secar al
medioambiente durante 2 d en el recipiente con tapa perforada y consecuentemente se colocaron

en la cdmara desecadora durante 2 d.

Para la preparacion de apositos de hidrogel mediante la técnica de reticulacion quimica de
vapor (CVD) se sintetizaron hidrogeles con la técnica de moldeo y evaporacion de solvente
antes descrita a excepcion de la adicion de GA. Los apositos se reticularon con el método de
Rodriguez-Velazquez y colaboradores® en donde los apdsitos una vez neutralizados y secos se
colocaron en un soporte de acero inoxidable dentro de una pequefia cdmara hecha con las bases

de cajas Petri previamente rasgadas. En dichas bases se colocaron 5 pL de solucion de GA al
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0.05 %v/v, para después ser selladas inmediatamente y posteriormente ser colocadas en un
horno a 50 °C durante 45 min. Una vez pasado el tiempo de reticulacién, los apositos se retiraron
tanto del horno como de la camara donde los contenia, dejando que el exceso de GA se evaporara
durante 24 h.

1
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P P
o —> - —) -
S ‘et Nt ‘
s A — AN S
. Se mezclaron 1 mL de Se adicion6 1 mL del
N (0o, . 90 ; )
Gelatina (0_40“ piv) 91}1{05'11}1;). (21 (EIDPC/L) en cada una de las glutaraldehido (1% p/v)
en agua caliente acido acetico a ° soluciones en el molde durante 30 s

¢

- ——
Los  hidrogeles se secaron a Se enjuagd con NaOH 0.1 Se dejo secar al  Después de 20 s de
temperatura ambiente y después en M y agua destilada medioambiente durante 7  agitacién, se retiré el molde
desecador dias de la parrilla

Figura 29. Diagrama de flujo del proceso para la preparacion de hidrogeles mediante la

técnica moldeo y evaporacion del solvente (reticulacion quimica en solucion)

5.2 Caracterizacion quimica de los apositos y materiales precursores

Los apdsitos preparados y sus materiales precursores se caracterizaron quimicamente
mediante la técnica de FTIR-ATR en un equipo de la marca Perkin Elmer, modelo Spectrum
400. Se colocaron muestras de xerogel reticulado de aproximadamente 0.5 x 0.5 cm? y de
muestras sin reticular (polvos), para el caso de los biopolimeros precursores. Los espectros

obtenidos fueron graficados y normalizados con ayuda del software grafico ORIGIN.*46

5.3 Caracterizacion de la topografia y rugosidad de los apositos
La evaluacién de los perfiles topograficos mediante la técnica de AFM se llevd a cabo
montando muestras de xerogel en un portaobjetos que se colocé en un equipo Nanosurf

Easyscan 2 en modo contacto, tomando micrografias con dimensiones de 10 x 10 um?.
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5.4 Evaluacion de las propiedades de hinchamiento de los ap6sitos

El hinchamiento de los apdsitos se caracteriz6 empleando muestras de xerogel de
aproximadamente 0.5 x 0.5 cm?, pesandolo antes y después de hinchar cada 10 min en un
recipiente con 30 mL de agua destilada. Los datos obtenidos se graficaron y se analizaron hasta
obtener una cinética de hinchamiento con una regresion lineal mayor al 0.99 con las formulas
desarrolladas por Schoot*"“ para cinéticas de hinchamiento de primer orden (Ecuacion 1) y de

segundo orden (Ecuacion 2):

Weq | _
In (W) =kt 1)

t 1 1
W RE T et @)

donde Weq, W, Keq, K y t soNn corresponden al hinchamiento en el equilibrio, hinchamiento en el
tiempo, constante de hinchamiento en el equilibrio, constante cinética de hinchamiento y

tiempo, respectivamente.

5.5 Evaluacidn de las propiedades mecénicas de los apositos

Los apdsitos sintetizados fueron sometidos a ensayos de puncion con un texturémetro de la
marca Brookfield, modelo CT3-10kg. Para llevar a cabo estas pruebas, los apdsitos se pusieron
a hinchar en agua destilada durante 24 h. Después del hinchamiento requerido, cada uno de los
hidrogeles se colocé y se ajusté en la celda de sujecion. En el software del equipo se colocaron
los pardmetros iddneos para llevar acabo el ensayo de puncion, en donde la sonda del equipo
empieza a detectar la muestra a los 20 g-fuerza de carga hasta deformar por completo al mismo.
Se empled una sonda cilindrica de 2 mm de didmetro que descendié a una velocidad de 0.5
mm/s. Las graficas obtenidas del equipo se procesaron mediante el software grafico ORIGIN.
Se emplearon las Ecuaciones 3y 4 para obtener el modulo de elasticidad (E) y el esfuerzo en el

punto de fractura (PS) de cada uno de los apdsitos:

m L 3
E= = (5) (3)
_ 3Fpl
PS = " 4

30



V. Experimental

donde m, w, L, h, Fg representan la pendiente en la zona elastica de la gréfica de puncién, la

anchura, el largo, el grosor y la carga en el punto de fractura, respectivamente.

5.6 Evaluacién de la citocompatibilidad, adhesion y proliferacion celular de los
apositos

Los apositos fueron evaluados en funcion de su viabilidad celular mediante ensayos de
lixiviados, de acuerdo a la norma 1SO:10993. Se colocaron 20 mg de xerogel en contacto con 2
mL de medio de cultivo en agitacion vaivén a 70 rpm durante 48 h a 37 °C. Posteriormente se
colocaron 100 pL de lixiviados en cada pocillo, donde previamente se colocé una poblacion de
15,000 células/pocillo de la linea celular MDA-MB-231. Se hicieron dos placas, una de ellas se
incub6 a 24 hy otraa 48 h, ambas a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2/95% de aire. Seguido
de esto, las células fueron observadas bajo el microscopio para después ser fijadas con 10 puL de
una solucién de GA al 11 %v/v, dejandose agitar durante 15 min y realizando dos lavados con

agua mili-Q estéril.

Una vez fijadas, se procedio a la tincidn de las células con 100 pL de una solucidn de cristal
violeta 0.1%. Esta solucion se prepar6 diluyendo 0.1 g de cristal violeta en 100 mL de tampdn
compuesto por: acido fosférico 200 mM, &cido formico 200 mM, y &cido 2-(N-morfolino)-
etanosulfonico 200 mM a pH=6. Se mantuvo la placa con agitacion a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Se retir0 el colorante, se lavo 3-4 veces con agua mili-Q estéril y se procedio
a su secado. Posteriormente se afiadieron 100 pL de 4cido acético al 10% y se mantuvo bajo
agitacion durante 15 min, a temperatura ambiente, para que la coloracion fuese homogénea en
cada uno de los pocillos. Por ultimo, se realizd una lectura de absorbancia de las placas a una
longitud de onda de 595 nm y se obtuvieron los porcentajes de viabilidad celular con la Ecuacion
5!

% Viabilidad celular = 22Smuestra , 10 (5)

AbScelulas

donde AbSmuestra Y AbScelulas SON las absorbancias en los pocillos de la muestra y las células,

respectivamente.

Para las pruebas de adhesion y proliferacion celular, las membranas se esterilizaron en etanol

70% por 10 min. Las membranas se sacaron y se colocaron en una placa de 12 pocillos. Sobre
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cada una de las muestras se coloco un anillo para mantenerlas estables, que fue previamente
esterilizado. Cada una de los pocillos se lavaron con 1.5 mL de PBS estéril por 5 min para
eliminar cualquier residuo y se retird del pocillo. Se realizé un segundo lavado con 1.5 mL de
PBS esteril y se colocé en el incubador a 37 °C con una atmdsfera de 5% de C0O2/95% de aire.
Se retird el PBS y la membrana se le colocé a hidratar en 800 uL de medio de cultivo y se
desechd. Se sembraron 50,000 células por cm?, se dejaron en condiciones de reposo en el interior
de la cabina de flujo laminar para que se empezaran a adherir y se metieron al incubador por 15
min. Después se le adicion6 1 mL de nuevo medio de cultivo y se incub6 por 24 h. Posterior a
las 24 h se retir el medio de cultivo y se fijaron las células con 300 pL de GA al 11% durante
15 min. Se retir6 el GA después de dicho tiempo y se hicieron lavados con agua mili-Q de 1.5

mL en cada muestra. Las células se tifleron con 500 pL de cristal violeta para su evaluacion.

Por dltimo, el ensayo de células viva/célula muerta fue llevado a cabo incubando una
poblacion celular de 50,000 células por cm?de la linea celular de fibroblastos de raton L-929
sobre una superficie de hidrogel previamente hinchado de aproximadamente 2.25 cm? en un
pocillo durante 24 h a 37 °C con una atmoésfera de 5 % CO2/95 % aire. Se quito el medio de
cultivo del pocillo en donde posteriormente se afiadio 30 pL de una solucion 98:1:1 de
PBS/calceina-AM/yoduro de propidio sobre la superficie del hidrogel. Se hicieron cortes
circulares de algunas zonas del hidrogel los cuales se colocaron en una caja de Petri (con cierta
concavidad en la parte central de la superficie de la misma) vertiendo primero 2 pL de PBS
sobre la zona cdncava, colocando el corte en la parte central y vertiendo otros 2 pul. PBS para
evitar la rapida deshidratacion del material. Seguido de esto e inmediatamente después se paso
a leerlo bajo el microscopio de fluorescencia confocal LEICA modelo TCS-SP8 con los canales
verde para calceina-MA (emisién: 488 nm y absorcién: 495-595 nm) y rojo para yoduro de
propidio (emision: 552 nm y absorcion: 590-700 nm) con objetivo de 10x con magnificaciones

Opticas desde los 0.75 hasta los 5x, obteniendo las respectivas micrografias a distintos aumentos.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se desarroll6 y optimizd una técnica de sintesis de apésitos de CH y GE (membranas) basadas
en los procedimientos de moldeo y evaporacion de solvente. La técnica demostro ser
reproducible en virtud de que las membranas exhibieron una tonalidad y espesor uniformes

después de su desmolde.

2. La caracterizacion quimica y organoléptica aportd evidencia de la formacion de bases de
Schiff después de la reticulacion quimica de los apdsitos con GA, resultantes de la reaccién
entre los grupos aldehidos y amina provenientes del agente reticulante y de los biopolimeros,

respectivamente.

3. Los resultados de AFM demostraron que la reticulacion por CVD mejoro la topografia y
rugosidad de los apositos. Es bien sabido que estos rasgos superficiales favorecen el

acomodamiento y la consecuente adhesion y proliferacion celular.

4. Los resultados de los experimentos de hinchamiento demostraron que la presencia de GE en

los apositos mejoro su afinidad por el agua (sistemas reticulados en solucién).

5. Para los apositos reticulados en solucion, los ensayos mecénicos demostraron un decremento
en el mddulo elastico con las concentraciones de GE y un aumento en la misma propiedad con

la concentracion de agente reticulante.

6. Los ensayos biologicos demostraron que los apositos reticulados por CVD son mas
citocompatibles y favorecen en mayor medida a la adhesion y proliferacion celular en

comparacién con los reticulados en solucion.

7. Debido a su muy favorable respuesta, se destaca a los apésitos reticulados por CVD como

muy atractivos para posibles aplicaciones biomédicas.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1. Tablas del andlisis estadistico ANOVA de una via.

- Pendiente en la region elastica

Bonferroni Test
MeanDiff |SEM t Value Prob Alpha Sig LCL UCL
21 20 1.17004 9.26789 0.12625 1 0.05 0| -43.06879| 45.40887
22 20 13.25004 9.26789 1.42967 1 0.05 0| -30.98879| 57.48887
22 211 12.08 9.26789 1.30343 1 0.05 0| -32.15883| 56.31883
23 20 -6.16666 9.26789 -0.66538 1 0.05 0| -50.40549| 38.07217
23 21 -7.3367 9.26789 -0.79163 1 0.05 0| -51.57553| 36.90213
2.3 22 -19.4167 9.26789 -2.09505 0.90319 0.05 0| -63.65553| 24.82213
24 2.0 -4.75076 9.26789 -0.5126 1 0.05 0| -48.98959|  39.48807
24 211 -5.9208 9.26789 -0.63885 1 0.05 0| -50.15963| 38.31803
24 22 -18.0008 9.26789 -1.94228 1 0.05 0| -62.23963| 26.23803
24 2:3 1.4159 9.26789 0.15277 1 0.05 0| -42.82293| 45.65473
Tukey Test
MeanDiff |SEM g Value Prob Alpha Sig LCL UCL
21 20 1.17004 9.26789 0.17854 0.99992 0.05 0| -36.00815| 38.34823
22 20 13.25004 9.26789 2.02186 0.63791 0.05 0| -23.92815| 50.42823
22 211 12.08 9.26789 1.84332 0.70182 0.05 0| -25.09819| 49.25819
2.3 20 -6.16666 9.26789 0.94099 0.95601 0.05 0| -43.34485| 31.01153
23 21 -7.3367 9.26789 1.11953 0.92264 0.05 0| -44.51489 29.84149
2:3 22 -19.4167 9.26789 2.96285 0.34552 0.05 0| -56.59489| 17.76149
24 2.0 -4.75076 9.26789 0.72493 0.98227 0.05 0| -41.92895| 32.42743
24 2.1 -5.9208 9.26789 0.90347 0.96166 0.05 0| -43.09899| 31.25739
24 22 -18.0008 9.26789 2.74679 0.40227 0.05 0| -55.17899| 19.17739
24 2:3 1.4159 9.26789 0.21606 0.99983 0.05 0| -35.76229| 38.59409
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- Fuerza en la fractura

2:1
22
22
23
23
23
24
24
24
24

2:1
22
22
23
23
23
24
24
24
24

2.0
20
2:1
2.0
2:1
2:2
2.0
2:1
2:2
2:3

2.0
20
2:1
2.0
2:1
2:2
2.0
2:1
2:2
2:3

Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig LCL UCL

0.551  10.03718 0.0549 1 0.05 0 -47.35993  48.46193
9.2649  10.03718 0.92306 1 0.05 0 -38.64603  57.17583
8.7139  10.03718 0.86816 1 0.05 0 -39.19703  56.62483

-6.7928  10.03718 -0.67676 1 0.05 0 -54.70373  41.11813
-7.3438  10.03718 -0.73166 1 0.05 0 -55.25473  40.56713
-16.0577  10.03718 -1.59982 1 0.05 0 -63.96863  31.85323
-6.8074  10.03718 -0.67822 1 0.05 0 -54.71833  41.10353
-7.3584  10.03718 -0.73311 1 0.05 0 -55.26933  40.55253
-16.0723  10.03718 -1.60128 1 0.05 0 -63.98323  31.83863
-0.0146  10.03718 -0.00145 1 0.05 0 -47.92553  47.89633
Tukey Test
MeanDiff SEM g Value Prob Alpha Sig LCL UCL

0.551  10.03718 0.07763 1 0.05 0 -39.71321  40.81521
9.2649  10.03718 1.3054 0.877 0.05 0 -30.99931  49.52911
8.7139  10.03718 1.22777 0.89732 0.05 0 -31.55031  48.97811

-6.7928  10.03718 0.95709 0.95344 0.05 0 -47.05701  33.47141
-7.3438  10.03718 1.03472 0.93982 0.05 0 -47.60801  32.92041
-16.0577  10.03718 2.26249 0.55353 0.05 0 -56.32191  24.20651
-6.8074  10.03718 0.95915 0.95311 0.05 0 -47.07161  33.45681
-7.3584  10.03718 1.03678 0.93943 0.05 0 -47.62261  32.90581
-16.0723  10.03718 2.26455 0.55282 0.05 0 -56.33651  24.19191
-0.0146  10.03718 0.00206 1 0.05 0 -40.27881  40.24961

39



Anexos

- Area bajo la curva

2:1
22
22
23
23
23
24
24
24
24

2:1
22
22
23
23
23
24
24
24
24

2.0
20
2:1
2.0
2:1
2:2
2.0
2:1
2:2
2:3

2.0
20
2:1
2.0
2:1
2:2
2.0
2:1
2:2
2:3

Bonferroni Test
MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig LCL UCL

0.45935 3.9464 0.1164 1 0.05 0 -18.37819  19.29689
3.43265 3.9464 0.86982 1 0.05 0 -15.40489  22.27019
2.9733 3.9464 0.75342 1 0.05 0 -15.86424  21.81084
-2.5176 3.9464 -0.63795 1 0.05 0 -21.35514  16.31994
-2.97695 3.9464 -0.75435 1 0.05 0 -21.81449  15.86059
-5.95025 3.9464 -1.50777 1 0.05 0 -2478779  12.88729
-2.50107 3.9464 -0.63376 1 0.05 0 -21.33861  16.33647
-2.96042 3.9464 -0.75016 1 0.05 0 -21.79796  15.87712
-5.93372 3.9464 -1.50358 1 0.05 0 -24.77126  12.90382
0.01653 3.9464 0.00419 1 0.05 0 -18.82101  18.85407
Tukey Test
MeanDiff SEM g Value Prob Alpha Sig LCL UCL

0.45935 3.9464 0.16461 0.99994 0.05 0 -1537166  16.29036
3.43265 3.9464 1.23011 0.89674 0.05 0 -12.39836  19.26366
2.9733 3.9464 1.0655 0.93386 0.05 0 -12.85771  18.80431
-2.5176 3.9464 0.9022 0.96184 0.05 0 -18.34861  13.31341
-2.97695 3.9464 1.06681 0.9336 0.05 0 -18.80796  12.85406
-5.95025 3.9464 2.1323 0.59871 0.05 0 -21.78126 0.88076
-2.50107 3.9464 0.89627 0.96269 0.05 0 -18.33208  13.32994
-2.96042 3.9464 1.06088 0.93478 0.05 0 -18.79143  12.87059
-5.93372 3.9464 2.12638 0.6008 0.05 0 -21.76473 9.89729
0.01653 3.9464 0.00592 1 0.05 0 -15.81448  15.84754
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