£ CONAHCYT
W -

@
C A
QN

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.

Posgrado en Materiales poliméricos

ELABORACION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
DE UNA PELICULA POLIMERICA A PARTIR DE
COLAGENA MARINA'Y PLA

Tesis que presenta

VANESSA CAROLINA PAT CETINA

En opcion al titulo de

MAESTRO EN CIENCIAS
(MATERIALES POLIMERICOS)

Mérida, Yucatan, México

2023



DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en las secciones de: Materiales y Métodos, Resultados y
Discusién de este documento, proviene de las actividades de investigacion realizadas durante el
periodo que se me asigné para desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y que, a razén de lo anterior, y en
contraprestacion de los servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha
informacion, en términos de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley Federal de Proteccion
a la Propiedad Industrial, le pertenece patrimonialmente a dicho Centro de Investigacion. Por otra
parte, en virtud de lo ya manifestado, reconozco que de igual manera los productos intelectuales
o desarrollos tecnologicos que deriven o pudieran derivar de lo correspondiente a dicha
informacion, le pertenecen patrimonialmente al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan,
A.C., y se regiran, en todo caso, por lo dispuesto por la Ley Federal del Derecho de Autor y la
Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial, en el tenor de lo expuesto en la presente
Declaracion.

Ing. Biomed. Vanessa Carolina Pat Cetina



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN., A. C.
POSGRADO EN MATERIALES POLIMERICOS

1

>
& 4

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Vanessa CarolinaPat
Cetina titulado “Elaboracion y caracterizacion fisicoquimica de una pelicula
polimérica a partir de colagena marina y PLA”, fue realizado en la Unidad de
Materiales, en la linea de investigacion en Materiales para medicina regenerativa, en el
laboratorio de Biomateriales del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.
bajo la direccion de la Dra. Nayeli Rodriguez Fuentesperteneciente al Programa de
Posgrado en Materiales Poliméricos de este Centro.y bajo la codireccion del Dr. Victor
Javier Cruz Delgado del Centro de Investigacién en Quimica Aplicada-CIQA.

Atentamente

Yt

Dra. Cecilia Herndndez Zepeda
Directora de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 13 de octubre de 2023



AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

Al CONAHCYT, por la beca otorgada para realizar mis estudios de posgrado (1099786)

Al laboratorio de Biomateriales y al laboratorio de Quimica Macromolecular de la Unidad de
Materiales, asi como al laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Investigacién Cientifica
de Yucatan A.C.

Al departamento de Transformacién de Plasticos del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada
CIQA.

Al proyecto Ciencia de Frontera 2019 FORDECYT/PRONACES 6660.

A mi directora de tesis Dra. Nayeli Rodriguez Fuentes, por permitirme ser parte de su equipo de
trabajo, por su aliento para seguir mejorando en cada etapa, por su paciencia y por su tiempo

invertido en transmitirme sus conocimientos durante todo el proceso.

A mi codirector de tesis Dr. Victor Javier Cruz Delgado, por su apoyo en los procesos
experimentales, por el tiempo y paciencia dedicados a resolver mis dudas y por los conocimientos
transmitidos.

A los miembros del comité tutorial, Dra. Lucia Fabiola Cano Salazar, y Dr. Angel de Jests Montes

Luna por su tiempo invertido en la mejora de mi tesis.

A mis revisores, la Dra. Luz Eugenia Alcantara Quintana y el Dr. José Manuel Cervantes Uc, por

sus aportaciones a la mejora de mi trabajo.

Al Dr. Wilberth A. Herrera Kao y al Dr. Hugo Joel Carrillo Escalante por el apoyo técnico en la
caracterizacion fisicoquimica, a la Q.l. Rossana F. Vargas Coronado por las facilidades para los
procesos de liofilizacién. A la Dra. Georgina Estrada Tapia y a la M.C. Lucila Aurelia Sanchez

Cach por las facilidades y apoyo técnico para la realizacion de electroforesis.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES
A Dios, por siempre darme la fortaleza para no rendirme.

A mis padres, por su apoyo incondicional en cada una de las etapas personales y académicas de
mi vida, por siempre impulsarme a seguir y cumplir mis metas y por todos los valores que me han

inculcado para ser una mejor persona y una buena profesional.

A mi esposo por siempre confiar en mi y animarme en los momentos mas dificiles del proceso.
A mis hermanos: Silvia Pat y Martin Pat, por siempre estar conmigo y apoyarme.

A mis abuelos, por siempre alegrarse de mis logros.

A mis amigos del laboratorio de Biomateriales: Noemi Pat, José Luis Quijano, Cielo Poot, Jaime
Dominguez, Maritza Galvan, José Bolio y Tania Gil, por el apoyo y compaferismo que me

demostraron durante todo el proceso, asi como por los conocimientos transmitidos.

A mis amigos y companeros del CICY: Paulina Varguez, lleana Ledn, Erick Uc Fernandez, y

Carlos Belman por su apoyo cuando lo he necesitado.

A mis amigos: Alejandra Baas, Jorge Alcocer, Karen Novelo, Shaira Garcia, David Huchim y
Victor Flota, por entender mis ocupaciones y seguir apoyandome con su amistad a pesar del

tiempo y los compromisos.



DEDICATORIA

A mi querida amiga y hermana Alejandra Baas Guzmant , por siempre alentarme e inspirarme a
seguir adelante, por todo el apoyo durante todo el tiempo en cada proyecto y por las
ensefianzas que me dejo y me motivan a no rendirme.



CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e ettt e e e et e e e e e nt et e e e e amtaeeaeeenneeeeeeannneaaeanns iX
LISTA DE TABLAS . ..ottt e ettt e e ek bt e e e e et e e e e e e b e e e e e nneeeeeaan X
LISTA DE ABREVIATURAS ... ettt ettt e e e ettt e e e e mt et e e e e enteeeaeeanneeeaaeanns xi
RESUMEN ...ttt e e ettt e e ettt e e e e b bt e e e et et e e e anneeaeen Xii
NS I 7 O T PTRRR xii
INTRODUGCION ...ttt ee e 1
CAPITULO 1. ANTECEDENTES ..ottt e e es et n e aean s 2
1.1.INgeNIEria A tEJIOS. .....uuiiiiiiiiiiiiiie s 2

1. 1.1 BIOMALEMIAIES ... 3

1.2, SUSHIULOS AEIMICOS. ....eeiiiiiiiiiiiieittee s 3
1.3, POIIMEIOS. ... 6
1.3.1. ClaSIfICACION ..ottt 7
1.3.1.2 Polimeros biodegradabIes ............cccoueiiiiiiiiiniece e 9

1.4, COIAGENG ... 9
T4 ESIUCIUNA. ...t 10
1.4.2. ClaSIfICACION ......orveiiieiiricist ettt 11
1.4.3. DEGradaCiOn .........coueiueiiieiieiieieeteste ettt b e sa ettt ettt 12
1.4.3.1. BiodegradaCion..........cc.cceeiriririnenieieieee ettt 13
1.4.4. BiocompatiDilidad...........coovrieiiieeeee et 14
1.4.5. Fuentes de obtencion de CLG...........ociiiiiii e 15
1.4.6. Proceso de extraccion de COIAQENA. .........ccuvvveiieeiecieccee e n 16

(ST o VAN (oo L= TorTo [o ) F= Tex i o7 ) ISP SOP SR 16
1.5, ESHUCIUNA. ...ttt sttt ettt sae b e 17
1.5.2. Propiedades fiSiCas ¥ MECANICAS..........ccceceecieiieeiiciiceeteceee ettt 17
1.5.3. Métodos de ODIENCION........cooiiiii e 18

LIRS T B T=To =T = Tox o o [P 19
1.5.5. Biocompatibilidad, biodegradacion y excrecion PLA ...........ccoccviveveveecene e 20

1.6. Extrusidn en la generacion de biopeliCulas ..........ccoveceviieecinicciesecee e 21

1.7. Estrategias para mejorar las propiedades del PLAy la CLG.............uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnee 23
1.8 CLG y PLA en la regeneracion d&rmiCa ...........uuuuuuuuummmmnniiiiiises e e 23
HIPOTESIS ... oottt ee et an e an st e e s ns e e s et e e s ennnaee e eaneneeens 26

Vi



OBUETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e eas 26

(G T o 1= = | OO T PP PO PP PPPRPPT 26
ESPECITICOS e 26
CAPITULO 2. METODOLOGIA ..., 27
2.1 Obtencidn de ColageNa MariNG ...........ooeiiiiiiiii i e e e e 27
2.1.1 Obtencion y pretratamiento de la materia prima...........cccocevevererecieceiieseeeeeee 27
2.1.2 Hidrolisis €n Medio DASICO.........ccoeiriiiiiiiice s 28
2.1.3. Solubilizacién y tratamiento tErmiCO .........c.cveceiiiiee e 28
2.1.4. Precipitacion e hidrolisis enzimatiCa...........ccceecveviiiieieiecececeeesee e 29
2.1.5. DialiSiS Y lIOfiliZACION.......cc.eiiriiieeeee e 30
2.2 Caracterizacion de la colagena obtenida ..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiis 31
2.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)......cccccevviveveiinenenee 31
2.2.2. Caracterizacion tEIMICA.........ccciveirieic ettt 32
2.2.4. ElECIrOTOrESIS. ...cviviieieieeet ettt sttt ettt st b et n e 33
2.3. Elaboracion de compuestos y peliculas de PLA/CLG. .........oooiiiiiiiiieecc e 35
2.3.1. Preparacion de 10S Materiales ..........ccvcveiiiieciicieeeeeeeee et 36
2.3.2. Determinacién de las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de las peliculas
PLA/CLG ...ttt bRt b b st et b st b et et b bt e bt e et ee 37
2.3.2.1. Propiedades fiSiCOQUIMICAS ........ccceiuieieriiicieceeeete ettt ees 37
2.3.2.2. Prueba de tENSION .......cooiiiiiciiciiee e 37
CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION .......coouiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 39
3.10btencion de 1@ CLG ...t 39
3.2 Estimacion del rendimiento de obtencidn de CLG............ccuviiiiiiiiiiiiie 39
3.3 Propiedades fisicoquimicas de la CLG mMarina...........cccoeeeeviiiiiiieiii e 41
B30 FTIR bbbttt bbb bbbt b ettt ne e 41
3.3.2. Analisis TGA de 1a COIAGENA. ......ccooveiiii i 42
3.3.3. Analisis DSC de 12 COIAGENA. ........uuiiiiiiiiiiiiiii s 44
3.4 Patron electroforético de 1a CLG Maringa ...........cuvviiiiiiiiiiiiee e 45
3.5. Obtencidn y caracterizacion de las peliculas de PLA/CLG.........ccooooiiviiiiiiieiiiieeeeeeeen, 46
3.6. Analisis del espectro IR de las peliculas de PLAY CLG ........ocoiiiiiiiiiiiiiiiien e, 46
3.7. Calorimetria diferencial de barrido ... 51
3.8. Analisis termograVimMEtriCO ... ... i e e 56
3.9. Propiedades mecanicas (prueba de tension) ... 61

Vii



CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS.
BIBLIOGRAFIA ...

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1. Esquema representativo del concepto de ingenieria de tejidos ................eevvveieiennnnens 2
Figura 1.2. Clasificacion de los polimeros termoplasticos.............cceeiiiiiiiiiiiiiii e, 8
Figura 1.3. Estructura molecular de 1a CLG ..........coooiiiiiiii e 11
Figura 1.4. Contenido aproximado de colagena en diferentes tejidos. ............ccccvvieeiiiiiiiininnn. 11
Figura 1.5. Representacién de la accion de las metaloproteinasas sobre la estructura de la CLG.
.................................................................................................................................................. 13
Figura 1.6. IsSdmeros del ACIAO [ACHICO ..........ueiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
Figura 1.7. Mecanismos de obtencion del PLA............o i 19
Figura 1.8. Esquema general de Un@ €XIrUSOra .............uuureiieiiiieiiiiiiiieiiiiiiieeeeeeeeneneeenneeennnenes 21
Figura 2.1. Lavado y pretratamiento de Pieles. .............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeees 27
Figura 2.2. Reduccion de tamafio e hidrolisis basica. ... 28
Figura 2.3. Proceso de SOIUbIliZacioN. ............cooi i 29
Figura 2.4. Precipitacion e hidrolisis enzimatiCa. ..............euueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeees 29
Figura 2.5. Proceso de dialisis y liofilizacion de 1a CLG. ...........covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeaieees 30
Figura 2.6. Espectrofotdmetro infrarrojo. .............euiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 31
Figura 2.7. Analizadores tErmiCOS ..........oooiiiiiiiii e 32
(T [0 ] = 22 S T I=Ter (o] o [ o o 0] o] == 1 33
Figura 2.9. Camara de eleCtrOfOreSisS. .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 34
Figura 2.10. Vista lateral de 10S NUSIIOS ..........ooiiiiiii e 35
Figura 2.11. Dado para la obtencion de pelicula..............ccooeiiiiiiiiiiiiii e 36
Figura 2.12. Procesamiento de los materiales para extrusion............cccccoovviiiiriiiin e, 37
Figura 3.1. Curva de calibracion a partir de BSA. .........ouuoiiiiiiccee e 40
Figura 3.2. Espectro FTIR de la CLG de piel de Tilapia. .........cccoevviiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeee e 41
Figura 3.3. Grafica TGA de la CLG de piel de Tilapia. .........cccoeviiiiiiieeiiiieiiceeeeeeeeeee e, 43
Figura 3.4. Grafica DSC de colagena de piel de Tilapia ............ceevieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiiias 44
Figura 3.5. Patron electroforético de la colagena de piel de Tilapia. ............euvveiiviiiiiiiiiiiiiiininnnns 45
Figura 3.6. Peliculas obtenidas a partir de PLA Y CLG. ........cooiiiiiiii e 46
Figura 3.7. Espectros FTIR de las peliculas PLA-CLG. .........ccooiiiiiiciiiieeeeeeee e 48
Figura 3.8. Espectros FTIR de peliculas PPLAY CLG. .....ccoooiiiiiiiiicci e 50
Figura 3.9. Curvas DSC para las peliculas PLA-CLG.. ........coooiiiiiiiiiei e 52
Figura 3.10. Curvas DSC de peliculas de PPLAY CLG. .....coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeeeeeeeeii 55
Figura 3.11. Curvas TGA para peliculas PLA-CLG..........ccoooiiiiiiiccee e 57
Figura 3.12. Curvas TGA para peliculas PPLA-CLG ........cccoiiiiiiici e 60
Figura 3.13.Curva esfuerzo- deformacioén de las peliculas PLA-CLG ..., 62
Figura 3.14.Curvas esfuerzo-deformacion de las peliculas de PPLA-CLG .........ccccccceeeiiiinnnnne. 63



LISTA DE TABLAS

Tabla 1.1. Principales sustitutos dérmicos comerciales disponibles en México ........................... 4
Tabla 2.1.Valores utilizados para la preparacién de los geles ... 34
Tabla 2.2. Relacién de lotes PLA/ICLG Y PPLA/CLG........ccooiiiiiiieeeeee 36
Tabla 3.1. Valores de concentracion de BSA vs absorbancia.............cccccoeoeeiiiiiee 39
Tabla 3.2. Asignaciones de bandas FTIR, de la CLG obtenida de piel de tilapia....................... 42
Tabla 3.3. Asignacion de los grupos funcionales para las peliculas a partir de PLA Y CLG,
obtenidos mediante FTIR. ... e e e e e e e e 48
Tabla 3.4. Asignacion de los grupos funcionales para las peliculas a partir de PPLA y CLG,
obtenidos mediante FTIR. ... e e e e e e e e e 50
Tabla 3.5. Eventos térmicos y sus correspondientes valores de temperatura para las peliculas de
PLA Y CLG. oottt e e e e e e e e e e e e a e e e e e e e aaaaaan 53
Tabla 3.6. Eventos térmicos y sus correspondientes valores de temperatura para las peliculas de
e e I T 56
Tabla 3.7. Perdidas de peso y temperaturas de maxima degradacién de peliculas a partir de PLA
Y O G i ————————————————————————————————————— 58
Tabla 3.8. Pérdidas de peso y temperaturas de maxima degradacién de peliculas a partir de PPLA
2 O X T 61
Tabla 3.9. Propiedades mecanicas de peliculas de PLAY CLG. ... 62
Tabla 3.10. Propiedades mecanicas de peliculas PPLAY CLG...........cccoooeiiiiiiiiiiee 64



LISTA DE ABREVIATURAS
ASTM: Sociedad Americana para Pruebas y Materiales

BSA: Albumina de Suero Bovino

CLG: Colagena

CIQA: Centro de Investigacion en Quimica Aplicada

DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido

EEB: Encefalopatia Esfingiforme Bovina

FA: Fiebre Aftosa

FACIT: Colagenas Asociadas A Fibrillas Con Hélices Triples Interrumpidas
FDM: Modelado Por Deposicion Fundida

FTIR: Infrarrojo Por Transformada De Fourier

LA: Acido Léactico

LCA: Ligamento Cruzado Anterior

MEC: Matriz Extracelular

MMP: Metaloproteinasa De La Matriz Extracelular

PCL: Policraprolactona

PDLA: Poli (Acido D-L&ctico)

PGA: Poliacido Glicdlico

PLA: Poli (Acido Lactico)

PLLA: Poli (Acido L-Lactico)

PPLA: Poli (Acido Lactico) hidrolizado , con posible efecto plastificante
PVA: Polivinil Alcohol

PVP: Polivinilpirrolidona

ROP: Polimerizacion Por Apertura De Anillo

SDS: Dodecilsulfato Sddico

SDS-PAGE: Electroforesis En Gel De Poliacrilamida Con Dodecilsulfato Sédico

TGA: Analisis Termogravimeétrico

Xi



RESUMEN

La colagena (CLG) posee excelentes caracteristicas de biocompatibilidad, sin embargo, su uso
en aplicaciones médicas depende de la fuente de extraccion, asi como del mejoramiento en sus
caracteristicas mecanicas y de procesabilidad, por lo que la mezcla con polimeros como el PLA
(poli- acido lactico) permitiria el reforzamiento de estas propiedades. En este sentido, el presente
trabajo se enfoco en la elaboracion de peliculas de CLG-PLA, mediante la técnica de extrusion
en fundido, y su caracterizacion fisicoquimica y mecanica, para evaluar su potencial aplicacion
como biomaterial en la ingenieria de tejidos. La extraccién de CLG se realizo a partir de la piel de
Tilapia Oreochromis niloticus mediante digestion enzimatica y las peliculas se generaron
mediante extrusiéon en fundido en un mini extrusor doble husillo (velocidad de 3 rpm y 170 °C,
acoplando a la salida un dado de pelicula de 6 cm de ancho y una apertura de 100 um), utilizando
0.5%, 1%, y 2% de CLG en PLA. La CLG extraida y las peliculas CLG-PLA se evaluaron
fisicoquimicamente mediante FTIR, DSC, TGA y ensayo de tension. Los resultados sugieren que
las peliculas de CLG-PLA obtenidas poseen propiedades fisicoquimicas adecuadas para su
potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos blandos, como la piel, sin embargo, las
propiedades mecanicas requieren de ajustes adicionales, ya que el médulo elastico de las

peliculas esta por arriba del reportado para el tejido dérmico.
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ABSTRACT

Collagen (CLG) has excellent biocompatibility characteristics, however, its use in medical
applications depends on the extraction source, as well as on the improvement of its mechanical
and processability characteristics, so that the mixture with polymers such as PLA (poly-lactic acid)
would allow the reinforcement of these properties. In this sense, the present work focused on the
elaboration of CLG-PLA films, by means of the melt extrusion technique, and their
physicochemical and mechanical characterization, to evaluate their potential application as
biomaterial in tissue engineering. CLG extraction was performed from Tilapia Oreochromis
niloticus skin by enzymatic digestion and films were generated by melt extrusion in a mini twin-
screw extruder (speed of 3 rpm and 170 °C, coupling a die of film 6 cm wide and an aperture of
100 um), using 0.5%, 1%, and 2% CLG in PLA. The extracted CLG and CLG-PLA films were
physiochemically evaluated by FTIR, DSC, TGA, and tensile testing. Results suggest that the
obtained CLG-PLA films possess physicochemical properties suitable for potential application in
soft tissue engineering, such as skin; however, the mechanical properties require further

adjustments, since the elastic modulus of the films is above that reported for dermal tissue.
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INTRODUCCION

Investigaciones recientes en el area de ingenieria de tejidos, buscan dar forma a nuevos
biomateriales con estructuras complejas que posean propiedades especificas para su aplicacion.
Los polimeros representan una excelente alternativa para la creacién de estos materiales ya que
poseen caracteristicas versatiles; pueden adoptar multiples configuraciones geométricas y se
puede producir con ellos mezclas con aditivos de diferente naturaleza para generar materiales
compuestos con propiedades sinérgicas [1]. Entre los polimeros de interés clinico se encuentran
los biopolimeros provenientes de fuentes renovables, que cuentan con ventajas como alta
adherencia y vascularidad, biocompatibilidad y capacidad para controlar el metabolismo de las
células implicadas en los procesos de reparacién que permiten un restablecimiento total del tejido
en corto tiempo [2], pero con deficiencias en funciones de barrera, baja resistencia mecanica y
poca elasticidad. Dentro de estos biopolimeros, destaca la colagena (CLG), la cual se obtiene
principalmente de origen porcino y bovino [3], sin embargo, la comunidad cientifica en la ultima
década ha buscado fuentes alternativas para su extraccion debido a cuestiones socio-culturales
asociadas al rechazo por creencias religiosas y enfermedades de transmisiéon al humano como:
la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y la fiebre aftosa (FA) [4], ademas de los elevados
costos de produccion [5]. Recientemente, la CLG proveniente de fuentes marinas ha ganado
atencion debido a su alto contenido de CLG y a que se consideran una fuente mas segura en
comparacion con la obtenida de animales terrestres; ademas, se ha demostrado que la CLG
proveniente de organismos marinos comparte caracteristicas similares con sus homodlogos

humanos [6].

Por otra parte, existen polimeros sintéticos de origen natural, como el poli acido lactico (PLA), el
cual cuenta con excelentes propiedades mecanicas, es de facil transformacion, biodegradable y
tiene diversas aplicaciones biomédicas como: las suturas absorbibles, injertos de piel artificial,
implantes ortopédicos y sistemas controlados de liberacion de medicamentos [7]; sin embargo,
carecen de sefales moleculares para modular la actividad celular [8]. En este sentido, este trabajo
se enfoco en la creacion de una mezcla polimérica a través de la técnica de extrusion en fundido
que permita la incorporacion de CLG y PLA y posteriormente la creacién de una estructura
tridimensional y continua (pelicula), con potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos. v,
ademas, a través de la técnica de extrusion en fundido, con la finalidad de que pueda llevarse a

cabo su produccién a escalas mayores que con otras técnicas.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1. Ingenieria de tejidos

El objetivo de la ingenieria tisular es reparar 6rganos y/o tejidos dafiados. Se basa en tres pilares
importantes: células, factores de crecimiento y andamios, (Figura 1.1), es un campo
interdisciplinario que aplica los principios y métodos de la bioingenieria, la ciencia de los
materiales, la quimica y la medicina, con el fin de desarrollar tejidos biolégicos que restableceran,
mantendran y mejoraran las funciones tisulares después del dafio debido a una enfermedad o
accidente por procesos traumaticos [9]. Los principios generales de la ingenieria de tejidos
involucran la combinacién de células vivas con un soporte natural/sintético o andamio para
construir una matriz tridimensional que sea funcional, estructural y mecanicamente igual o mejor
que el tejido que se reemplazara. La fuente celular éptima, el disefio de andamios, las pruebas in
vitro, asi como el uso y desarrollo de tecnologia de fabricacidon para crear tejidos estan siendo

investigados actualmente [10 ,11].

Los andamios se construyen con materiales cuya naturaleza esta acorde con la funcion de la
estructura del 6rgano o tejido donde se vayan a implantar. En todos los casos, estan constituidos
de materiales que deben ser compatibles con el organismo receptor, asi como poseer una
determinada vida media para desarrollar su tarea y aportar las prestaciones necesarias para

realizar adecuadamente la funcién a la que van destinados [12,13].

Celulas

Aditivos

Andamio

tej_ido tejido
dafiado regenerado

Figura 1.1. Esquema representativo del concepto de ingenieria de tejidos. Se muestran los 3
elementos principales de la triada de la ingenieria de tejidos. Elaboracion propia, 2023.



1.1.1. Biomateriales

Se denomina biomaterial a los productos empleados para reproducir la funcién de tejidos vivos
en los sistemas biolégicos de forma segura, mecanicamente funcional y aceptable
fisioldgicamente, los cuales son implantados en el cuerpo temporal o permanentemente, que
tratan de restaurar el defecto existente y, finalmente, conseguir la regeneracion tisular [11]. Para
el estudio y la evaluacion de los biomateriales, es necesario implementar métodos de control de
calidad, tanto de la estructura, propiedades mecanicas y de las interacciones a nivel interno y

superficial, para poder verificar su funciéon en un sistema bioldgico [13].

Entre las caracteristicas que debe cumplir un biomaterial se encuentran; biocompatibilidad, no
debe ser toxico ni cancerigeno, debe ser estable quimicamente y presentar una buena
biodegradacion, y resistencia mecanica (semejantes al tejido receptor) su disefio y tamafio debe
adaptarse a la funciéon que debe cumplir y al tejido en el que se va a implantar; ademas debe
considerarse el precio de su fabricacién, reproducibilidad y la capacidad de produccion a escala.
No obstante, lo anterior dependera en gran medida de los materiales de partida, las técnicas de

procesamiento empleadas, el rendimiento y la funcionalidad del biomaterial obtenido [1,11].

Existe una gran diversidad de materiales que se usan para la fabricacion de biomateriales, entre
ellos, se incluyen metales, ceramicos, vidrios, acero y diferentes polimeros. Asi mismo en funcién
de la respuesta del organismo, estos pueden ser clasificados como: inertes, bioactivos,

reimplantados, biodegradables o no degradables [9].

1.2. Sustitutos dérmicos

Los sustitutos dérmicos son un grupo de materiales disefiados para cubrir zonas en las que la
estructura de la piel esté dafiada, con el fin de suplir sus funciones durante el proceso de curacion.
De esta manera, ademas de favorecer las acciones anteriormente citadas, facilitan que se
produzca una cicatrizacién estética y funcional. Las caracteristicas basicas que deberia reunir el
sustituto dérmico ideal son las de ser biocompatible, producir baja antigenicidad, ser resistente,
mantener la funcidén de barrera de la piel, reducir el dolor de la herida, reducir las pérdidas de

agua por evaporacion, adaptarse a las superficies irregulares, ser de facil manejo y fijacion, poder



almacenarse durante largos periodos de tiempo de manera sencilla y ser de coste asequible [14,
15] . En funcion de su contenido en materiales organicos o inorganicos, los sustitutos dérmicos
pueden clasificarse como bioldgicos o sintéticos, asimismo pueden fabricarse a partir de
compuestos que contengan tanto materiales naturales como sintéticos y que ayuden a fortalecer

sus propiedades y cumplir con su funcion.

Tabla 1.1. Principales sustitutos dérmicos comerciales disponibles en México (15)

Composiciony Pros Contras
Nombre origen
Comercial
Inmunologicamen Proceso de dos
te inerte. etapas.
) Posee una Existen riesgos
Dermis acelular de ) N

, porosidad de transmitir

Alloderm® | origenhumano y _

o dérmicanatural enfermedad.
liofilizada.
para la Es costoso
vascularizacionde
las heridas.

Biobrane® | pelicula de silicon Proceso de una Intolerante a la
con una matriz 3D sola etapa. contaminacion
de nylon y cadenas Esbueno para de heridas.
de péptidos de cubrir heridas
CLG I parciales.

Integra® Matriz de CLG Resultados Proceso de dos
DRT bovina inmersa en estéticos y etapas.
glucosaminoglicano funcionales a Altos costos.
yrecubierta por una largo plazo. Mala adhesion.
capa de silicon. Vulnerabilidad a
infecciones y
pérdida del
injerto.




CellSpray

Suspensién celular

Permite abarcar

Riesgo de

de queratinocitos heridas infeccién o de
periféricas. rechazo.
Epicel | Lamina Puede cubrir Tiempo de
conformada por hasta un 30% del elaboracion
queratinocitos de la area corporal. largo.
paciente adherida a Se puede aplicar
un soporte de a marcas de
petrolato. nacimiento.
Riesgo de
rechazo casi nulo.

TissueTech| Fibroblastos y Tasas bajas de Implica el injerto
queratinocitos del recurrencia. de 2 productos,
paciente crecidos por lo que
en membranas puede ser dificil
microperforadas de de usar enun
acido hialuroénico. entorno clinico.

TransCyte | Matrizde CLG y Disponibilidad Solucion
nylon incrustado inmediata. temporal.
con fibroblastos de Facil Debate ético
prepucio neonatal. almacenamiento sobre la fuente

de los
fibroblastos.

Dermagraft | Fibroblastos de Facil aplicacion Puede generar
prepucio neonatal en heridas infecciones y
inmersos en una cronicas y ulceras celulitis.
matrizde diabéticas. Debate ético
poligalactina. No hay riesgo de sobre la fuente

rechazo. de los
fibroblastos.
Permacol | Dermis acelular de Buenos Propension a
cerdo. resultados infecciones,
estético- seromas y




funcionales. hematomas.

Apligraf | Matriz de CLG e Buenos e Tiempo de vida
bovina incrustada resultados en corto (5-10
de fibroblastos de tratamiento de dias).
prepucio neonatal y Ulceras venosas e Costoso.
queratinocitos. y de pie e Riesgo de
diabético. infecciones
e Gran mejoria a minimo.
las 4 semanas. e Debate ético

sobre la fuente
de los

fibroblastos.

1.3. Polimeros

Un polimero es una macromolécula, formada por moléculas mas pequefas conocidas como
mondmeros, los cuales se encuentran unidos mediante diversos enlaces quimicos. El uso de los
polimeros es ampliamente conocido en distintos campos para cumplir con diversas aplicaciones
que permiten la creacion de materiales para satisfacer necesidades especificas [16]. Debido a
sus propiedades versatiles, estos materiales han ganado popularidad en la industria y en diversas
aplicaciones que facilitan la vida del ser humano, como es el caso de los biopolimeros, los cuales
hacen referencia a polimeros que tienen la particularidad de ser biocompatibles con el organismo;
normalmente se obtienen por fermentacidon o polimerizacidon quimica, a partir de sistemas
bioldgicos como: plantas, animales o microorganismos, asi como de fuentes renovables. En la
actualidad es posible encontrar también polimeros sintéticos con caracteristicas de
biocompatibilidad y biodegradacién, las cuales son utiles en campos como la ingenieria de tejidos
[17].



1.3.1. Clasificacion

Los polimeros pueden clasificarse de muchas maneras: dependiendo de su origen, por su

estructura, por su conformacion, en funcioén de sus propiedades fisicas, etc.

Atendiendo a su origen, pueden ser naturales (provenientes de recursos renovables) o sintéticos
[18], por su estructura se pueden distinguir entre polimeros amorfos y semicristalinos. Mientras
que los polimeros amorfos no poseen orden en su estructura, los polimeros semicristalinos,
presentan un ordenamiento periddico. De acuerdo con su estructura quimica pueden distinguirse
en: homopolimeros o copolimeros [18-20] dependiendo de si poseen el mismo tipo de
mondmeros o no; por otra parte, debido a sus propiedades térmicas los polimeros pueden ser
termoplasticos (Figura 1.2) o termoestables; mientras que los termoplasticos permiten moldearse
varias ocasiones después de fundirse, los polimeros termoestables solo permiten una

conformacion después de haberse fundido [21].
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Figura 1.2. Clasificacion de los polimeros termoplasticos. Se muestra la clasificacion segin su método de
produccion, biodegradabilidad y mezclas [20].

1.3.1.1. Polimeros sintéticos y biopolimeros

Los polimeros sintéticos se han caracterizado por su versatilidad, maleabilidad, facilidad de
procesamiento, baja densidad; ademas, tienen buenas propiedades mecanicas, estabilidad
térmica, resistencia quimica y a la humedad [22]. En contraste, los biopolimeros son fragiles, y
de baja resistencia térmica y a la humedad [23]. La mezcla de biopolimeros y polimeros sintéticos
proporciona materiales con mejores propiedades pues se puede aumentar la biocompatibilidad y
la biodegradabilidad, mientras se mantienen las propiedades térmicas y mecanicas con

importantes reducciones de costos [18].



Cuando el principal objetivo es la biodegradabilidad, las mezclas estan basadas en biopolimeros
como la CLG, la gelatina, el quitosano, el almidén y polimeros sintéticos, como el PLA, el poliacido
glicélico (PGA) y la poli caprolactona (PCL). La industria biomédica es la principal demandante

de estos materiales llamados también bioartificiales/biosintéticos o plasticos hibridos [24].

1.3.1.2 Polimeros biodegradables

Un polimero degradable, se descompone por completo en el medio ambiente, transformandose
en sustancias simples como agua, diéxido de carbono y biomasa, las cuales son asimiladas por
el medio ambiente [24,25]; asimismo, dependiendo de su origen, los polimeros biodegradables
pueden clasificarse como: polimeros de origen natural (extraidos de animales, vegetales o
bacterias), por ejemplo la CLG ,y como polimeros sintéticos (presentan facilidad de
procesamiento y economia de los procesos) algunos ejemplos son PLA, PVA, PCL. De igual
manera, existen mezclas a partir de la combinacién de un polimero natural y uno sintético, las
cuales presentan propiedades interesantes como mejorias mecanicas y control de degradacion,

ademas de que se disminuyen sus costos de produccion.

1.4. Colagena

La CLG es un biopolimero degradable de origen natural, ha sido uno de los materiales mas
utilizados en medicina para reparar dafios o trauma quimico-mecanico en diferentes tejidos,
debido a su biocompatibilidad y su capacidad para promover la cicatrizacion de heridas, es uno
de los iniciadores primarios de la cascada de coagulacion y por tanto puede emplearse como un
agente hemostatico. Esta proteina estructural representa, en los mamiferos, 30% de las proteinas
totales del organismo, mas del 90% de la proteina extracelular en el tendén y el hueso, y mas del
50% en la piel [26]. Tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la integridad biolégica
y estructural de la matriz extracelular (MEC), ademas de otras funciones dependiendo del tejido
en cuestion. Debido a su capacidad de unién, podrian servir como sistemas de liberacion

controlada, del mismo modo, la capacidad de formacion de redes y la funcion de anclaje de ciertos



tipos de CLG podrian contribuir a la formacion de andamios que promueven la reparacion o

regeneracion de tejidos [6,27].

1.4.1. Estructura

La estructura de la CLG (Figura 1.3) se divide en dos segmentos: la parte central (helicoidal) y la
parte no helicoidal, conocida como telopéptido correspondiente a los extremos terminales de la
cadena (N-terminal y C-terminal). Su estabilidad se debe principalmente a los entrecruzamientos
intermoleculares, ademas, los residuos de prolina, a menudo se modifican a hidroxiprolina
[27,28]. La unidad basica estructural de la CLG es la tropocolagena la cual esta constituida por
tres cadenas polipeptidicas del mismo tamafo y de composicion idéntica o no, segun el tipo de
CLG. En sumayoria se compone de tres cadenas polipeptidicas que adquieren una conformacion
de hélice levogira que se encuentra tan empaquetada que cada tercer residuo debe ser una
glicina. Las otras dos posiciones se encuentran ocupadas por el aminoacido prolina. En la
posicion Y, la prolina es transformada en 4-hidroxiprolina, lo cual juega un papel esencial en la
estabilizacion de la triple hélice de la CLG, ya que se forman enlaces de hidrégeno entre el grupo
hidroxilo y el agua, lo cual es necesario para soportar las temperaturas corporales sin degradarse
[29]. Este dominio de triple hélicoidal es la caracteristica comun que comparten las 28 proteinas
de esta familia, llegando a abarcar de 10 a 96% de la estructura total de la CLG. Cada tipo de
CLG tiene una composicion diferente en sus cadenas (denominadas a) y en su estructura
cuaternaria, de manera que algunas CLGs se encuentran constituidas por homotrimeros (tres
cadenas a iguales) o heterotrimeros (2 cadenas a iguales y una diferente o tres cadenas a
diferentes) [28]. La CLG, se caracteriza principalmente por su notable resistencia, una fibra de 1

mm de diametro puede soportar una carga de 10 a 40 kg [29].
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N-terminal
Triple helice C-terminal
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{no helicoidal) (no helicoidal)

N-procolagenasa

C-procolagenasa

Figura 1.3. Estructura molecular de la CLG [27].

1.4.2. Clasificacion

Segun su estructura y organizacion supramolecular se pueden encontrar al menos, 28 tipos de
CLG que dependen, entre otros factores, del tejido en el que actue y de las sustancias con las
que se combine [28]. De igual manera se pueden agrupar en CLGs formadoras de fibrillas, CLGs
asociadas a las fibrillas (FACIT), CLGs formadoras de redes, fibrilas de anclaje, CLGs
transmembranales, CLGs de membrana basal y otras con funciones unicas. Aunque la mayor
parte del andamiaje del cuerpo esta compuesto de CLG, el espectro de CLG varia de tendones
de Aquiles a la cornea. Por lo tanto, los diferentes tipos de CLG son necesarios para conferir

caracteristicas bioldgicas distintas a los diversos tipos de tejidos (Figura 1.4) [30].

050%
desm?nuccr;cl}izado Tendones Piel Cartilago Arterias Pulman Higado
90% 80-90% 50-70% 50-70% 10-25% 10% 4%

Figura 1.4. Contenido aproximado de colagena en diferentes tejidos.
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1.4.2.1. Colagena tipo |

La CLG tipo |, pertenece a la subfamilia de CLGs formadoras de fibrillas, dentro de la cual también
se encuentran las CLGs tipo |, I, lll, V y XI. Las fibrillas se forman en la MEC y su funcion es
proveer rigidez, resistencia a la traccion y rigidez torsional. En particular, la CLG-I, exhibe un
patrén de estrias cruzadas con una periodicidad caracteristica de 65-67 nm, observable en
micrografias electrénicas. Este tipo de CLG, es la proteina mas abundante y mejor caracterizada,
y consiste en 2 cadenas a1 (l) idénticas y de una cadena a2 genéticamente diferente. Esta forma
representa cerca del 90% de la CLG en el cuerpo y es el mayor componente de CLG de la cornea,

conjuntiva, piel, esclera, hueso y tendon [31].

1.4.3. Degradacién

Se pueden considerar tres rutas principales de degradacién de la CLG; desnaturalizacion
molecular, hidrdlisis y oxidacién [30]. La desnaturalizacion de esta proteina sucede con el
aumento de la temperatura, la fibra nativa de la CLG se encoge de un tercio a un cuarto de su
longitud original cuando se calienta a aproximadamente 65 °C. La estructura helicoidal de la
molécula de CLG se colapsa en cadenas aleatorias al calentarla con una temperatura de
desnaturalizacién muy aguda. Las moléculas en forma de varilla en solucién se desnaturalizan a
aproximadamente 40 °C para la piel de bovino y humano, pero pueden oscilar entre 15 °C y 50
°C para organismos marinos; esta variaciéon se correlaciona con la proporcién de hidroxiprolina
en la muestra particular. En general, la desnaturalizacion de la CLG fibrosa ocurre a 65 °C

aproximadamente [32].

En cuanto a la oxidacion de las moléculas de CLG, ésta tiene un efecto sobre las cadenas
laterales de los aminoacidos, generando reduccion del numero de aminoacidos basicos como
arginina, hidroxilisina y lisina, y un aumento en el numero de aminoacidos como el acido glutamico
y el acido aspartico. Por lo tanto, la oxidacion de CLG, puede ser causada por la presencia de

radicales libres, los cuales estan formados por la interaccion de agua y luz ultravioleta [30].

Por otra parte, la hidrdlisis puede ser provocada por acidos, presentes mas comunmente de la
atmoésfera. Los acidos actuan junto con el agua para provocar una escision en la cadena principal

de la molécula de CLG. La hidrélisis del enlace peptidico afecta simultaneamente a todas las
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fibrillas a lo largo de la masa de CLG, se produce en posiciones aleatorias a lo largo de las

cadenas de polipéptidos [33].

1.4.3.1. Biodegradacién

A pesar de que la CLG, debido a su inusual estructura, es relativamente inerte a las sustancias
quimicas y ataque enzimatico durante largos periodos de tiempo, puede sufrir degradacion
enzimatica por parte de metaloproteinasas (MMPs), presentes en el cuerpo humano. Por este
motivo, la CLG se ha estudiado para su aplicacion en biomedicina; a pH neutro, solo las
colagenasas especificas rompen la hélice nativa en una posicion, aproximadamente a tres
cuartos de la estructura, partiendo desde el extremo N-terminal. Los diversos tipos de CLG
muestran diferente susceptibilidad a la degradacion colagenolitica. La colagenasa | (MMP-1)
degrada CLG tipo Ill, mientras que el tipo MMP-8 es mas eficaz degradando CLG tipo I. La
colagenasa Ill (MMP-13) degrada CLG tipo Il [34].

Moleculas de

Esfromelisinas -

Figura 1.5. Representacion de la accion de las metaloproteinasas sobre la estructura de la CLG.
Las metaloproteasas son capaces de actuar sobre la triple hélice helicoidal de la fibra de CLG y
degradarla. Los productos resultantes de la accion de las colagenasas se desnaturalizan
rapidamente en gelatina, la cual es a su vez susceptible de la las gelatinasas y las estromelisinas
[36].

Por otra parte, existen otro tipo de metaloproteinasas, conocidas como gelatinasas, las cuales

tienen un papel importante en la degradacion final de la CLG, una vez que estas se han
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modificado por colagenasas. La gelatinasa A (MMP-2) rompe CLGs tipo IV, V, |, mientras que la
gelatinasa B (MMP-9) rompe CLGs I, II, IV y V. De igual manera las estromelisinas son capaces
de degradar una amplia gama de CLGs, elastina, laminina, gelatina y proteoglucanos, como se
ve representado en la Figura 1.5. Particularmente en la piel, existen diversos eventos que
producen el aumento de las MMPs como son: la reparacion de heridas y el envejecimiento, asi

como enfermedades de fibrosis e invasién tumoral [35].

1.4.4. Biocompatibilidad

La CLG es conocida por su excelente biocompatibilidad debido a su baja toxicidad y sus bajas
reacciones inmunogénicas, existe una similitud en la secuencia de aminoacidos en las especies
y hay un escaso contenido de compuestos aromaticos. Sin embargo, los animales y los humanos
pueden producir anticuerpos contra tres determinantes antigénicos en la molécula de CLG: los
cuales estan ubicados en la region telopéptidica no helicoidal (determinantes P), el determinante
central presentado por la secuencia de aminoacidos en la seccion helicoidal, y la estructura
terciaria de triple hélice conocida como determinantes helicoidales (A-). La importancia de cada
determinante depende de la naturaleza y el procesamiento de los productos de CLG; la respuesta
inmunogénica depende de la estructura de CLG, asi como de la técnica de prueba y de la especie
utilizada, en este sentido, experimentos realizados en con animales, han mostrado reacciones de
eritema, hinchazon y prurito, en la aplicacién de CLG inyectable, estas respuestas fueron notadas
en el 3% de los pacientes, por lo que a pesar de las preocupaciones tedricas sobre la respuesta
inmunoldgica, la CLG derivada de animales, se considera inmunogénicamente segura y

ligeramente antigénica, por lo que es adecuada para su uso como biomaterial [34].
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1.4.5. Fuentes de obtencion de CLG

La CLG utilizada en la industria biomédica, proviene, principalmente, de los bovinos y porcinos,
ésta presenta dificultades y son inapropiadas para muchos grupos religiosos y étnicos debido a
limitaciones socioculturales ademas de que existen otro tipo de limitaciones como son los costos
de obtencién de CLG de bovinos, ya que se ve afectado por el alto valor que tiene el levante de
este tipo de animales de consumo humano. Lo anterior ha incentivado el aprovechamiento de
fuentes alternativas de CLG mas seguras y saludables, como son algunas especies marinas o
los subproductos provenientes de su industrializacion, como la piel, cartilago, escamas y huesos
[28].

1.4.5.1 Colagena marina

Se pueden definir tres categorias principales de CLGs marinas: CLGs de origen invertebrado,
CLGs de peces y CLGs de mamiferos marinos. Los genes tipo I, Il, V, Xl y XVIII que codifican
CLGs se han identificado en peces [39] El nUmero de secuencias publicadas todavia es limitado,
pero actualmente existen secuencias adicionales disponibles en las bases de datos. La
comparacion entre las secuencias de CLG de peces y de tetrapodos indica que las principales
caracteristicas de las CLGs se conservaron durante la evolucién de los vertebrados. En la piel y
el tejido conjuntivo intramuscular de los peces, las CLGs de tipo | y V se han identificado como
CLG mayor y menor, respectivamente [6, 37]. Asimismo, existen estudios que asocian CLGs de
origen invertebrado con especies de medusas y corales, entre las que podemos mencionar:
Nemopilema nomurai, Aurelia aurita, Stomolophus nomurai,Cassiopeia andromeda,
Stomolophus meleagris y coral Sarcophyton ehrenbergi ,identificando principalmente CLGs Tipo
[, 11y 1l [6].

Se ha encontrado que la distribucion de aminoacidos de la CLG marina es similar a la proveniente
de los mamiferos, pero con menores cantidades de prolina e hidroxiprolina y altos valores de
serina, treonina, y en algunos casos metionina. Asi mismo, se ha demostrado que la CLG,
proveniente de organismos marinos, presenta una menor temperatura de desnaturalizacion lo

cual se relaciona con el menor contenido de aminodacidos [6].

La CLG obtenida de fuentes marinas ha demostrado ser biocompatible en ensayos in vitro con

diversas estirpes celulares (fibroblastos humanos, células endoteliales, etc.). Derivado de estas
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investigaciones, se ha incrementado el desarrollo de metodologias alternativas, utilizando

diversas fuentes de biopolimeros de origen marino [37].

1.4.6. Proceso de extraccion de colagena.

La CLG se puede obtener basicamente por hidrélisis quimica e hidrélisis enzimatica [38]. La
hidrdélisis quimica se usa mas comunmente en la industria, pero los procesos biolégicos que usan
la adicion de enzimas son mas prometedores cuando se requieren productos con alto valor
nutricional y funcionalidad mejorada. Ademas, los procesos enzimaticos generan menos residuos
y pueden reducir el tiempo de procesamiento, pero son mas caros. Para extraer la CLG es
necesario eliminar numerosos enlaces covalentes intra e intermoleculares, que involucran
principalmente residuos de lisina e hidroxilisina, enlaces éster y otros enlaces con sacaridos, todo
lo cual hace que el proceso sea bastante complejo [28]. Antes de poder extraer la CLG, se realiza
un tratamiento previo mediante un proceso acido o alcalino, que varia segun el origen de la
materia prima. El tratamiento previo se utiliza para eliminar sustancias no colagénicas y para
obtener rendimientos mas altos en el proceso. Los métodos de extraccion mas utilizados se basan
en la solubilidad de la CLG en soluciones salinas neutras, soluciones acidas y soluciones acidas

con enzimas anadidas [28].

1.5. PLA (poliacido lactico)

El PLA, es un biopolimero termoplastico, biodegradable, biocompatible y con propiedades de
barrera. Este biopolimero se ha encontrado numerosas aplicaciones, entre ellas en el area
biomédica, ya que presenta un amplio rango de propiedades. En el area de los biomateriales, se
ha utilizado para las siguientes aplicaciones: produccion de hilo para sutura, implantes, capsulas
para la liberacion controlada de farmacos y proétesis. EI PLA es un poliéster termoplastico que
forma parte de los a-hidroxiacidos; su precursor es el acido lactico, una molécula quiral. A
diferencia del isdbmero D (-), la configuracion L (+) es metabolizada por el organismo humano [39],
este polimero presenta propiedades similares a las de algunos termoplasticos tradicionales, como

el polietileno y el polipropileno [40].
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.1.5.1. Estructura

Este poliacido posee un grupo funcional llamado grupo carboxilo (-COOH) y se produce cuando
coinciden sobre el mismo carbono un grupo hidroxilo (-OH) y carbonilo (C=0). La presencia de
un carbono quiral en la molécula de acido lactico permite la existencia de dos isomeros (Figura
1.6); L-isbmero y D-isémero, y una modificacion racémica constituida por fracciones equimolares
de las formas L (+) y D(-) [40].

O O
I |
C C
7 \ H H\ VAR
H {ij....-OH HO m=— cl; H
7 H HN
C C
/ N
W Y H H H
Isomero L (+) Isomero D (-)

Figura 1.6. Isomeros del acido lactico [39].

1.5.2. Propiedades fisicas y mecanicas

Las propiedades fisicas y mecanicas dependen de la composicion del polimero, de su peso
molecular y de su cristalinidad. Una forma cristalina (en su mayor parte compuesta de forma L
lactico) y de alto peso molecular, garantiza una reabsorcion larga; formulaciones diferentes y la

adicion de radicales en las cadenas, permiten controlar o modelar la velocidad de reabsorcion.

El PLA se puede sintetizar para ser rigido o flexible y puede ser copolimerizado con otros
materiales dependiendo del proceso especifico para el que se requiere como el moldeo por
inyeccion o soplado, termoformado y, extrusion de peliculas y/o fibras. Al compararlo con otros
termoplasticos, posee una temperatura de transicion vitrea (Tg) elevada (52 - 60) °C y una
temperatura de fusion (Tm) bastante baja (145 - 177) °C (24). El PLA, tiene propiedades

mecanicas en el mismo rango de los polimeros petroquimicos, a excepciéon de una baja
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elongacién. Sin embargo, esta propiedad puede ser mejorada durante la polimerizacion (por

copolimerizacion) o por la adicién de plastificantes [20].

La resistencia al agua y al CO2 del PLA es bastante buena, la resistencia al O, es considerada
buena; Ademas, los productos a base de PLA pueden ser sometidos a esterilizacion con rayos

gamma y son estables cuando se exponen a los rayos ultravioleta [39].

1.5.3. Métodos de obtencion

Su proceso implica la extraccién de los azucares (principalmente dextrosa, glucosa y sacarosa)

del almidén de la remolacha, maiz o del trigo y después fermentarlo con acido lactico [24].

El PLA puede ser preparado por policondensacion o por polimerizacion por apertura de anillo
(ROP) [20] La polimerizacion por condensacion es el método mas barato, pero es complicado
obtener un PLA de alto peso moleculary libre de disolvente por esta ruta, ademas por este método
tienen lugar muchas reacciones paralelas. El proceso (Figura 1.7) se da en tres etapas; en primer
lugar, se elimina el agua obtenida al producirse los oligémeros a partir de los monémeros de acido
lactico, en la segunda etapa, el paso determinante es la reaccidn quimica entre los oligémeros,
que dependiendo del catalizador que se emplee dara lugar a un PLA de un peso molecular
determinado. Por ultimo, en la tercera etapa nuevamente se elimina el agua que se ha vuelto a
producir en la condensacion de los oligdmeros, finalmente el polimero obtenido se enfria por
debajo de su temperatura de fusién para favorecer su cristalizacién. Por otra parte, la ROP es el
metodo mas empleado para obtener PLA de alto peso molecular; el proceso también consta de
tres etapas; policondensacion, despolimerizacion y por ultimo la polimerizacion por apertura de
anillo. Requiere varios pasos de purificacion lo que encarece el método, pero las propiedades

finales del PLA obtenido son mejores [20].
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Figura 1.7. Mecanismos de obtencién del PLA [20].

1.5.4. Degradacion

El PLA es altamente susceptible a la degradacién térmica, oxidativa e hidrolitica, lo cual puede
ocurrir durante procesos como la inyeccion y/o la extrusion. La degradacion térmica es muy
compleja y existen varios mecanismos postulados, incluyendo varias reacciones que involucran
la formacion de radicales, los cuales provienen de reacciones de escision de cadenas,
despolimerizacién, degradacion oxidativa, hidrélisis, eliminacién pirolitica entre otros. La
degradacion del PLA es menos severa si la cristalinidad es elevada, si el contenido de L-PLA es

alto y si el peso molecular es elevado [39].

Durante el procesamiento del PLA a gran escala en lineas de produccion, que involucran la
extrusion, el polimero debe mantener una estabilidad térmica adecuada para evitar la
degradacioén de sus propiedades, para lo cual debe eliminarse la humedad presente en el material

antes de ser procesado.
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1.5.5. Biocompatibilidad, biodegradacion y excreciéon PLA

El PLA es un polimero biodegradable ampliamente utilizado en aplicaciones clinicas. Esto se
debe en gran medida a la biocompatibilidad que exhibe y a que los productos de su degradacién
no son toxicos. Una vez que entra en contacto con los medios bioldgicos, el polimero comienza
a descomponerse, generalmente por hidrdlisis, en acido lactico (LA), CO. y agua. Estos productos
se metabolizan intracelularmente o se excretan en la orina y la respiracion. La reaccion de
inflamacién a cuerpo extraino promueve la degradacion de PLA, a través de la secreciéon de
enzimas que degradan la matriz polimérica. La biodegradacién ocurre tanto en la superficie del
material polimérico como dentro del cuerpo del polimero, por difusidon de agua entre las cadenas
de éste. La vida media del polimero bajo estas condiciones es de 30 semanas; sin embargo, esto
puede ser alargado o acortado para abordar las necesidades, mediante la adicién de un mayor

contenido del mondémero (L) o (D) del LA [41].

El mecanismo principal por el cual el PLA se degrada dentro del cuerpo es mediante la hidrélisis
de la cadena principal del enlace éster. Los microorganismos (hongos y bacterias) colonizan la
superficie del polimero y son capaces de segregar enzimas que rompen en pequefios fragmentos
el polimero; la colonizacion de la superficie depende de factores tales como la tension superficial,
porosidad y textura superficial, asi como de la accesibilidad a las cadenas del polimero. Los
grupos hidrdfilos de las enzimas (-COOH, -OH, -NH,) atacan los grupos éster de las cadenas del
polimero mediante reacciones de hidrélisis seguida por reacciones de oxidacion, de esta forma,
reducen el polimero a fragmentos de peso molecular inferiores a 500 g/mol, los cuales pueden
ser digeridos por los microorganismos. Las reacciones enzimaticas, ocurren generalmente en
medio acuoso. Las condiciones necesarias para que se pueda producir el proceso de
biodegradacién son: presencia de microorganismos, oxigeno, humedad, nutrientes minerales,

temperatura entre 20 a 60 °C, dependiendo del microorganismo y pH entre 5-8 [42].

Por otro lado, cuando cualquier material polimérico se implanta en el cuerpo, se activa la
respuesta inmunolégica a cuerpo extrafio. Las células inmunes migran hacia el lugar de la
implantacién para detectar, poner en cuarentena y retirar el objeto extrano. Estas células, incluyen
a los neutrdfilos, macréfagos y fibroblastos, los cuales secretan una serie de enzimas, como la

fosfatasa acida y la lactato-deshidrogenasa, que potencian la degradacién de PLA [43].
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En general, solo el 0.2% de los procedimientos que involucran implantes de PLA presentan una
reaccion de cuerpo extrafio, como resultado de la nueva interaccion del tejido y el dispositivo en

el sitio de implantacién [44].

1.6. Extrusién en la generacion de biopeliculas

El proceso de extrusion es uno de los mas importantes en la industria de la transformacion de
plasticos. ya que se puede obtener una amplia la variedad de productos mediante esta técnica,
como son: tuberias, flejes, perfiles, botellas, peliculas, etc. Asimismo, se utiliza en la preparacién
de mezclas, concentrados y formulaciones, que posteriormente son utilizados en otros procesos

de transformacion [50].

Basicamente, consiste en transportar, fundir, homogenizar y bombear un material plastico a
través de un dado donde adquiere su forma final. Este proceso requiere de una alimentacién
continua del material termoplastico ya sea en polvo o en pellet, mediante un tornillo sin fin o
husillo, el material fluye dentro del barril que se encuentra bajo un perfil de calentamiento, donde
el material que es transportado por el husillo se funde o reblandece dependiendo de la naturaleza
del material, saliendo posteriormente a través de un dado, cuya geometria dara la forma final al
producto extruido. Un extrusor debe disponer de un sistema de alimentaciéon del material, un
sistema de fusion-plastificacion, un sistema de bombeo y presurizacién (Figura 1.8), que
habitualmente generara también un efecto de mezclado y finalmente, el dispositivo para dar forma

al material fundido [53].

Las etapas del proceso de extrusion son: 1) Plastificacion del material de partida (pellet o polvo),
2) paso del material plastificado a través de una boquilla que le dé la forma deseada, 3)

Solidificacion con la forma deseada, 4) Bobinado o bien cortado en unidades [51].

Husillo

WHN

Sistemna de atemperado

Figura 1.8. Esquema general de una extrusora
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1.6.1. Tipos de extrusion y clasificacion

Existen dos métodos de extrusion: por piston y por husillo. En la extrusién por pistén el material
se extruye a través de una boquilla al ser empujado por un piston, mientras que en extrusion de

husillo se usa un tornillo que gira en el interior de un cilindro caliente [50].

Los pellets del material se alimentan por una tolva situada en uno de los extremos y se desplaza
a lo largo del cilindro conforme gira el tornillo; el fundido del polimero ocurre durante el
desplazamiento por el contacto con las paredes calientes y por el calor que se genera por friccion.
Finalmente, el polimero fundido es forzado a atravesar la boquilla situada a la salida del extrusor

y de esta manera adquiere su forma final [50].

Existen dos configuraciones para las extrusoras por husillo: la extrusora monohusillo y la
extrusora de doble husillo. La configuracion monohusillo se utiliza en procesos de transformacion
de plasticos, y alimenta de forma continua el material fundido para dar forma al producto; el husillo
puede contener ademas de las zonas de transporte, alguna zona de mezclado con el fin de lograr
la correcta incorporacion de pigmentos y/o aditivos. Este tipo de extrusores puede ser empleado
de forma individual o en conjunto, para realizar procesos de co-extrusion para la obtenciéon de
pelicula soplada y/o pelicula plana, tuberia y fibras. Por otra parte, el extrusor doble husillo
permite procesar grandes volumenes, manteniéndolos constantes para lograr un producto
homogéneo, los 2 husillos tienen configuracién idéntica, la cual puede contener secciones de
transporte, mezclado, mezclado distributivo, mezclado intensivo y presurizacion, las cuales
pueden ser intercambiables, para lograr diferentes efectos durante procesos de mezclado; este
tipo de extrusor esta disefiado principalmente para realizar mezclas de polimeros compatibles o
no, mezclas de polimeros con rellenos convencionales en altas concentraciones, mezclas de
polimeros con aditivos para generar compuestos poliméricos para aplicaciones especificas, son
mas versatiles en cuanto a su modo de operacion, ya que ambos husillos pueden girar en sentido

horario (co-rotatorio) o sentido anti horario (contra rotatorio) [52].
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1.7. Estrategias para mejorar las propiedades del PLAy la CLG

El PLA tiene propiedades favorables para su aplicaciéon en el campo biomédico, entre las que se
encuentran su biocompatibilidad, biodegradabilidad, buena procesabilidad y propiedades
mecanicas. Sin embargo, su uso en la medicina regenerativa esta limitado debido a su dificultad
para la adhesion y proliferacion celular, asi como la liberacion de subproductos durante el
proceso de degradacion. Con el fin de contrarrestar estos inconvenientes y aumentar la
bioactividad, ha surgido una variedad de métodos [53]. Por otra parte, considerando que la CLG
es una proteina, se sabe que las proteinas suelen tener una Tg bastante alta, la mayoria de sus
aminodacidos tienen cadenas laterales grandes, lo que dificulta la rotacion disminuyendo asi la
flexibilidad de la cadena. También los diversos aminoacidos pueden formar enlaces

intermoleculares, aumentando aun mas la Tg [54].

1.8 CLG y PLA en la regeneracion dérmica

Actualmente, existen diferentes investigaciones orientadas a la creacion de biomateriales que
puedan ser capaces de regenerar tejido dérmico dafiado, éstas se basan en diferentes enfoques

y técnicas, asi como en el uso tanto de polimeros naturales como de polimeros sintéticos.

Como se ha mencionado anteriormente, dentro de los polimeros naturales de mayor importancia
en el area de ingenieria de tejidos, se encuentra la CLG, con excelentes propiedades bioldgicas
que permiten el crecimiento celular; las aplicaciones de la CLG como biomaterial son muy
variadas [34]. En forma de membranas o peliculas se utiliza como sustitutivo de la cérnea, en
membranas para hemodialisis, en membranas de oxigenacion, en piel artificial, en reparacion de
hernias, cartilagos y tendones. En forma de esponja se utiliza en el tratamiento de lesiones de la
piel, en la sustitucién de huesos y como disoluciones o geles se usa como transportador de
farmacos o como inyectable en cirugia plastica y, en forma de fibras, como material de sutura,
componente artificial de vasos sanguineos, componentes de valvulas cardiacas y como agente
hemostatico [55]. Asimismo, existen investigaciones acerca del uso de CLGs marinas para
aplicaciones biomédicas, las cuales han presentado buenos resultados de biocompatibilidad y
similitud con respecto a las CLGs humanas. En la piel y el tejido conjuntivo intramuscular de los
peces, se han identificado las CLGs de tipo | y de tipo V, las cuales presentan secuencias

similares a los aminoacidos de CLGs de mamiferos [6]. Se han obtenido andamios de CLG,
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aprovechando la mesoglea de diferentes especies de medusa como: Stomolophus nomurai
meleagris, Rhopilema asamushi, Stomolophus meleagris, Catostylus tagi, Rhizostoma pulmo, y
Cassiopea andromeda, y en general, la CLG obtenida es biocompatible en ensayos in vitro con
diversas lineas celulares, existen también diversas investigaciones enfocadas en la obtencién de
CLG de tilapia, la cual ha presentado propiedades de biocompatilidad con potencial aplicacién en
ingenieria de tejidos [4,6,59, 60].

Por otro lado, el PLA se ha utilizado ampliamente en aplicaciones de ingenieria de tejidos como
material base para andamios destinados a la regeneracién ésea [60], cartilaginosa, tendinosa,
neural o vascular. Incluidas aplicaciones como suturas, material de fijacion ésea, sistemas de
administracion de farmacos y regeneracion dérmica. Se ha estudiado la interaccion del PLA en
diversas combinaciones con biopolimeros que permitan el refuerzo de sus propiedades,
principalmente enfocadas en el mejoramiento de su capacidad de proliferacion celular y
biodegradacion, para ello se ha recurrido a técnicas entre las que se encuentran: la incorporacion
de aditivos, la aplicacién de tratamientos superficiales y el uso de revestimientos superficiales

con compuestos bioactivos [42].

Asimismo, se ha investigado la creacion de materiales a partir de mezclas tanto de polimeros
naturales como de polimeros sintéticos, ya que esto puede representar ventajas estructurales y
mejoramiento de propiedades biolégicas. Dentro de estas investigaciones se encuentran aquellas
que evaltan la interacciéon de CLG y PLA, generando matrices poliméricas por diferentes
meétodos. Pinese, et al, realizaron una evaluacién in vivo de parches hibridos compuestos de
copolimeros basados en PLA y sulfato de CLG/condroitina para la regeneracion del tejido del
ligamento [83]. Este estudio demostré que los copolimeros de PLA-CLG son biomateriales
prometedores para aplicacion temporal en ligamentos debido a sus propiedades mecanicas y un
tiempo de degradacion mas rapido en comparacion con el homopolimero PLA. Asimismo, exhibe
una muy buena integracion tisular y permite sintesis de tejidos después de 12 semanas in vivo
[61].

Otro estudio que analiza la interaccion de PLA y CLG descrito por Ospina et al., [62] donde se
obtuvo PLA funcionalizado con CLG, mediante una ruta de injerto simple, y se produjeron
andamios electrohilados para hacer crecer células in vitro, como resultado de la incorporacién de
CLG se pudo notar un aumento en la adhesién celular de cuatro veces en comparacion con los

de andamios PLA mezclado con CLG.
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Asimismo, se reporta la combinaciéon de PLA y CLG marina mediante la creacién de compositos
mediante una combinacién covalente de ambos polimeros, estos compositos exhibieron
propiedades térmicas y mecanicas mejoradas en comparacion con otros polimeros como CLG-
quitosano, CLG-PVP [63].

Otra de las aplicaciones en donde se analiza la combinacion de estos polimeros se reportd
previamente en trabajos de Dunn, et al [55] donde se desarrollaron implantes compuestos
reabsorbibles para la reconstruccion del ligamento cruzado anterior (LCA) de la rodilla. Los
compuestos se fabricaron incrustando fibras de CLG paralelas dentro de una matriz de PLA o
CLG. Se determinaron las propiedades mecanicas, las tasas de reabsorcion y las reacciones del
tejido subcutaneo para ambos tipos de compuestos. La resistencia a la traccion y el médulo de
los compuestos de CLG-PLA fueron el doble que los de los compuestos de CLG-CLG. Se mejord
el crecimiento interno de tejido fibroso subcutaneo y la reabsorcion del implante se retrasé

ligeramente en los compuestos de CLG-PLA [64].

En general, la informacién proporcionada por estos estudios demuestra que existe una
interaccion positiva entre CLG y PLA [18], ademas de que se logra mejorar sus propiedades
mecanicas, se pueden controlar parametros de degradacién y se ha logrado verificar la

biocompatibilidad mediante ensayos in vitro, con diferentes lineas celulares.
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HIPOTESIS

La incorporacion de CLG marina en una matriz de PLA permitira su procesamiento mediante el
proceso de extrusion y su posterior transformacién en una pelicula con caracteristicas

fisicoquimicas similares al tejido dérmico.

OBJETIVOS
General

Elaborar una pelicula polimérica a partir de CLG marina y PLA mediante extrusion en fundido,

con potencial aplicacion en la ingenieria del tejido dérmico.

Especificos

e Obtener CLG marina proveniente de piel de Tilapia Oreochromis niloticus.

e Caracterizar fisicoquimicamente la CLG mediante FTIR, DSC y TGA y electroforesis SDS
PAGE.

e Elaborar peliculas delgadas a base de CLG y PLA, mediante extrusién en fundido.

e Determinar las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de las peliculas obtenidas,

mediante FTIR, DSC, TGA, y ensayos de tension.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1 Obtencion de colagena marina

Muestras de piel de Tilapia Oreochromis niloticus fueron colectadas de los desechos que generan
los establecimientos dedicados a la distribucion del pescado en Yucatan. La piel se colecto fresca
y se traslado al laboratorio de biomateriales para su limpieza y procesamiento. Una vez limpia y
sin residuos de carne de pez, se procesé de acuerdo al método de extraccion reportado
previamente por Quintero J, Zapata JE, 2017 [5], el cual consiste en hidrdlisis basica,
solubilizacién en medio acido, tratamiento térmico e hidrdlisis enzimatica, precipitacion y por
ultimo purificacion de la proteina. Se aplicaron algunas modificaciones con el fin de aprovechar

su rendimiento y cumplir las caracteristicas deseadas.

2.1.1 Obtencién y pretratamiento de la materia prima

Se tom6 una muestra de 635 g de piel provenientes de los residuos pesqueros; seguidamente se
lavaron con agua corriente hasta eliminar residuos asociados al pescado y contaminantes,
posteriormente con ayuda de navajas se eliminé tejido adherido a la piel, asimismo se someti6 a
blanqueamiento con hipoclorito de sodio al 0.53% durante 30 min, finalmente las pieles se
enjuagaron con suficiente agua para eliminar residuos de hipoclorito y proceder a la siguiente

etapa como se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Lavado y pretratamiento de pieles.
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2.1.2 Hidrdlisis en medio basico

Posterior al lavado, se redujo el tamafo de las pieles, para un mejor procesamiento, con el fin de
eliminar las proteinas no colagenosas, se incubaron en una solucion de NaOH 0.1 M con una
relacion muestra /solucion de 1:10 (m/v); la mezcla se mantuvo en agitacion durante 4 h,
transcurrido ese tiempo, las pieles se enjuagaron con abundante agua corriente para eliminar os
restos de NaOH (Figura 2.2).

Figura 2.2. Reduccidén de tamaiio e hidrolisis basica.

2.1.3. Solubilizacién y tratamiento térmico

La piel recuperada de la hidrdlisis basica se solubilizo con acido acético 0.5 M con agitacion
constante durante 4 h, posteriormente, la piel se retird y lavo para eliminar los residuos de acido
acético, seguidamente la piel se sometié a tratamiento térmico a 55 °C en agua de la llave , en
proporcion 1:10 m/v durante 4 h. Una vez que se produjo la ruptura de la matriz extracelular, se
llevé a cabo la solubilizacion de los fragmentos de piel en medio acido, con concentracion del

acido acético 0.5 M (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Proceso de solubilizacion.

2.1.4. Precipitacion e hidrélisis enzimatica

La recuperacion de la CLG de la solucion acida se llevo a cabo mediante la recuperacion del
sobrenadante del tratamiento térmico, se adicion6 NaCl al 12% y se dejo en agitacion constante
a temperatura de 4 °C, durante 45 h, transcurrido ese tiempo, se adiciond pepsina en relaciéon
1:70 m/m (Figura 2.4), tomando como referencia el peso inicial de las pieles, posteriormente la
solucion se almaceno a -20 °C para poder liofilizarse. Segun lo reportado por la bibliografia, la
precipitacion ocurre debido a las interacciones idnicas de la proteina con la sal, esto debido a que
dicha proteina presenta inicialmente interacciones de sus grupos polares con las moléculas de
agua, al agregar la sal se lleva a cabo la precipitacion debido interacciones hidrofébicas,
disminuyendo de esta manera la solubilidad en agua [69]. Asimismo, la adicion de pepsina ayuda
a la digestion de los telopéptidos de la proteina, y segun lo reportado por la bibliografia: “al
eliminar los telopéptidos, la CLG resulta menos antigénica, mas pura y con mejores posibilidades

para ser utilizada como biomaterial” [34,68].

Figura 2.4. Precipitacion e hidrélisis enzimatica.
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2.1.5. Dialisis y liofilizacion

Para purificar la CLG obtenida, se dializd6 en una membrana de 3500 kDa (Molecular porous
membrane tubing, SpectrumLab) contra una solucién de 0.005 M de acido acético, el proceso se
llevé a cabo durante 3 dias, en agitacién constante a 4 °C, con cambio de solucién dializadora
cada 24 h, para la eliminacion de sales. Posteriormente se realizé una liofilizacion de la CLG
dializada. Para ello, muestras de 30 mL de CLG dializada se congelaron a -20 °C por 48 hy se
colocaron en una liofilizadora (LABCONCO, modelo FREEZONE 4.5), en condiciones de 50 °C y
0.2 psi de presién de vacio, el proceso se llevé a cabo durante 96 h y se obtuvieron muestras en
polvo. Adicionalmente, las muestras liofilizadas se pulverizaron con mortero, con el fin de adquirir

la consistencia de polvo mas fina para poder ser procesadas y caracterizadas (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Proceso de dialisis y liofilizacion de la CLG.
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2.2 Caracterizacion de la colagena obtenida

2.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

El principio basico de esta técnica se basa en la excitacion de grupos moleculares por un haz de
luz infrarroja (2.5 a 15 um; equivalentes a numero de onda comprendido entre 4000 a 650 cm™),
que genera movimientos vibracionales en los enlaces de la molécula. Los movimientos
vibracionales se distinguen por el tipo de desplazamiento generado en los enlaces, conociéndose
como vibraciones de tension o flexion. De esta forma, se obtiene informacion acerca del entorno

quimico de los enlaces y de la estructura molecular presente en determinada muestra.

Las mediciones del espectro IR se hicieron en un espectrofotometro infrarrojo (Thermo Scientific;
NICOLET 8700), (Figura 2.6). Se prepararon pastillas de 3 mg a partir del polvo de la CLG
obtenida y se analizaron las vibraciones entre 4000 y 650 cm™" debido a que la mayoria de los
componentes de un enlace quimico en muestras biologicas tienen movimientos vibraciones con
frecuencias dentro del intervalo. El analisis de los datos, el procesamiento, asi como como la

obtencioén de graficas, fueron realizados en el programa Origin pro-version 8.0.

d i

Figura 2.6. Espectrofotometro infrarrojo.
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2.2.2. Caracterizacion térmica

Las técnicas de analisis térmico miden las propiedades fisicas de una sustancia en funcion del
tiempo al ser sometida a un programa controlado de temperatura. Entre este conjunto de técnicas
experimentales analiticas que investigan el comportamiento de una muestra de material se

destacan técnicas como: Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y termogravimetria (TGA).

La TGA es un tipo de analisis térmico que se basa en los cambios de masa como resultado de
una variacion de temperatura o por someter un material a una temperatura establecida durante
un periodo de tiempo definido. Los cambios de masa identificados permiten determinar en qué
condiciones los materiales se descomponen. Por otra parte, el DSC permite el estudio de aquellos
procesos en los que se produce una variacién entalpica. En general, puede trabajar en un
intervalo de temperaturas que va desde la temperatura del nitrégeno liquido hasta unos 600 °C.
Esta técnica de analisis se emplea para caracterizar aquellos materiales que sufren transiciones

térmicas en dicho intervalo de temperaturas.

El ensayo termogravimétrico se realizo, a través de un analizador termo gravimétrico (PERKIN
ELMER TGAB8000). Para dicho procedimiento se prepararon muestras a partir del polvo de la
liofilizacion; se llevé a cabo con las siguientes condiciones de barrido: 10 a 600 °C, con una rampa
de 10 °C/min en atmdsfera de nitrégeno. Asimismo, para el ensayo DSC se empled un calorimetro
diferencial de barrido (PERKINELMER DSC7), con condiciones de barrido 10 °C a 200 °C, con

rampa de 10 °C /min en atmosfera de nitrégeno.

Figura 2.7. Analizadores térmicos. a) Analizador termo gravimétrico b)
Calorimetro diferencial.
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2.2.3. Analisis de proteina por el método de Bradford

La cuantificacion de proteina se realizé por colorimetria, mediante el método de Bradford. Se
utilizé albumina sérica bovina (BSA) como proteina de referencia para la formacién de la curva
estandar, utilizando 6 concentraciones que varian de 0.2 a 1.2 ug/mL de proteina. A partir del
polvo obtenido de CLG, se preparé una solucion de 1 mg/mL, de la cual se tomaron 5 pL y se
completd con agua y reactivo Bradford. Todas las muestras tanto de proteina estandar como de
muestra de estudio se prepararon por triplicado. La lectura de absorbancias se realizdé a 595 nm
mediante un lector de microplacas (UV-vis) (Citation 3 Biotek). Una vez realizadas las lecturas; a
partir de la ecuacion generada por la grafica se obtuvo la concentracion de las muestras de

estudio.

Figura 2.8. Lector de microplacas (Citation 3
Biotek).

2.2.4. Electroforesis

El peso molecular se determind mediante electroforesis SDS-PAGE, utilizando una camara de
electroforesis Mini-Protean 3 Cell, (Bio-Rad, EE. UU.) y un marcador de peso molecular de amplio
rango (Prestained SDS-PAGE standards broad range, Bio-Rad, EE. UU.), como ha sido
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previamente reportado [66,67]. La electroforesis SDS—PAGE fue desarrollada usando un gel de

separacion de 8% y otro concentrador del 5%.

Tabla 2.1.Valores utilizados para la preparacion de los geles

Gel separador Gel concentrador
Agua 241 mL 1.5mL
Tris- pH 8.8/6.8 1.25 mL 625 uL
PSA 10% 17 uL 12.5 uL
TEMED 3.3 uL 2.5 uL
SDS 50 pL 25 uL
Acrilamida 30% 1.33 mL 335 uL

La muestra de estudio se prepard a partir de los valores obtenidos en la cuantificacion de la CLG,
con una concentracion 1 pg/uL, considerando la concentracion de proteina total de la muestra, a
partir de la cual se tomaron 16 uL y se afiadieron 4 uL de LAEMLI, se llevé a ebullicion durante
10 min y se dej6 enfriar a temperatura ambiente, posteriormente, la muestra de CLG se cargd y
fue sometida a electroforesis con voltaje constante (120 V); al término se retir6 el gel de la camara,
se tifid en una solucion de azul de comassie R-250, y finalmente se destiind con una solucién de

acido acético al 10%, metanol al 40% y agua destilada al 50%.

Figura 2.9. Camara de electroforesis Mini-Protean 3 Cell, (Bio-
Rad, EE. UU.
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2.3. Elaboraciéon de compuestos y peliculas de PLA/CLG.

Se empled PLA Ingeo 6260D de NatureWorks con presentacion de pellets, disefiada para
extrusion de fibras, con un MFI de 65 g/10 min, temperatura de fundido de 165-180 °C y densidad
de 1.24 g/cm?®. Se usé tanto el PLA en condiciones normales, asi como pellets de PLA en
condiciones de hidrdlisis causada por exposicion a humedad del ambiente, mismos que
estuvieron expuestos por un largo periodo de tiempo sin condiciones impermeables (nombrados
como PPLA, para su comparacion), esto con el fin de evaluar el posible efecto plastificante del

agua presente en material.

De igual manera se us6 CLG proveniente de piel Tilapia en concentraciones de 0.5%, 1%y 2%,
con respecto al peso total para cada composicion , estos valores se eligieron tomando como
referencia que la composicion para diversos productos comerciales en el area de biomateriales

se basa en el 1%.

Para realizar las mezclas y peliculas en una sola etapa, se empled un mini extrusor doble husillo
conico de 15 cm? de capacidad, de la marca DSM, modelo Xplore® 15 cc, el cual se empled en
modo continuo, con temperatura de 170 °C, velocidad de 3 rpm, bajo estas condiciones se generd

un torque promedio de 500 N y tiempo de residencia 7 min.

A la salida del extrusor se acoplé un dado para pelicula plana de 6 cm de ancho y una apertura
fija de 100 uym, el cual se mantuvo a una temperatura de 175 °C, se empled también una linea
para pelicula plana (Cast Film Pro Line) de DSM Xplore ® para enfriar, estirar y colectar la
pelicula, a una velocidad de estirado de 250 cm/min, manteniendo un torque de 150.

Figura 2.10. Vista lateral de los husillos
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Figura 2.11. Dado para la obtencién de pelicula.

2.3.1. Preparacion de los materiales

Tanto el PLA en condiciones normales como el PPLA fueron secados en una estufa a una
temperatura de 60 °C durante 24 h, se prepararon lotes de 15 g y se adicioné diferentes
concentraciones de CLG, de acuerdo con la Tabla 2.2. Debido a que la CLG no se podia mezclar
bien con los pellets del PLA, se utilizd6 1 mL de alcohol isopropilico y un bafio de ultrasonido a
temperatura ambiente durante 10 min para dispersar previamente la CLG, después, se vertid
sobre los pellets para recubrirlos realizando un mezclado manual con espatula. La mezcla recién
preparada fue alimentada (dosificada manualmente en pequenios lotes) al extrusor. Para efectos
de comparacion, a la muestra de PLA y PPLA sin CLG también se adicion6 1 mL de alcohol
isopropilico antes de ser extruida.

Tabla 2.2. Relacién de lotes PLA/CLG Y PPLA/CLG

Muestra CLG(%) CLG (9) PLA (9)
PLA 0 0 15
PLA-CLGO0.5 0.5 0.075 15
PLA-CLG1 1.0 0.15 15
PLA-CLG2 2.0 0.30 15
PPLA 0 0 15
PPLA-CLGO0.5 0.5 0.075 15
PPLA-CLG1 1.0 0.15 15
PPLA-CLG2 2.0 0.30 15
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Figura 2.12. Procesamiento de los materiales para extrusion. a) CLG + alcohol
isopropilico (Al), b) CLG+AI + PLA, c) Dosificacion de material al extrusor, d)
Material en la tolva del extrusor, e) Extrusion de pelicula, vista frontal f) Extrusion
de pelicula, vista lateral.

2.3.2. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de las peliculas
PLA/CLG

2.3.2.1. Propiedades fisicoquimicas

La obtencién de los espectros IR y el analisis DSC se hicieron en las mismas condiciones,
previamente descritas para la CLG. Para el analisis termogravimétrico, se usaron muestras de 10
mg; con condiciones de barrido en un intervalo: 25 a 800 °C, con una rampa de 10 °C/min en
atmoésfera de nitrégeno de ultra alta pureza, en el analizador termogravimétrico TGA5500 de TA

Instruments, ubicado en el departamento de transformacién de plasticos del CIQA.

2.3.2.2. Prueba de tension
La determinacion de las propiedades mecanicas se realizé mediante una prueba de tension

utilizando un equipo MTS Criterion™ Model 43, con una celda de carga de 1 kN y mordazas
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neumaticas, siguiendo la Norma ASTM D882. Se emplearon 5 probetas para cada material, con
las siguientes medidas: 100 mm de longitud, 10 mm de ancho y ~ 0.10 mm de espesor; las
probetas se acondicionaron por al menos 24 h a 25 + 2 °C y humedad relativa de 50%, durante
la prueba la temperatura se mantuvo a 22 °C y la humedad relativa a 36%. Asimismo, se empled

el software TW Elite de MTS Test Suite, para el calculo de las diferentes propiedades reportadas.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencion de la CLG

El rendimiento de la extraccion de CLG a partir de descartes de piel de Tilapia Oreochromis
Niloticus fue de 3.4%, lo cual esta por arriba del rendimiento reportado para la extraccion de CLG
a partir de piel del pez Parang-Parang (1.92%) y de la Tilapia roja, Bagre y Palometa (2.27%), y
ligeramente por debajo del rendimiento de la extraccion de CLG a partir de piel del pez anguila
(4.2%) [84].

3.2 Estimacion del rendimiento de obtenciéon de CLG.

En la Tabla 3.1, se presentan los valores de concentracién de BSA vs absorbancia, usados para
la obtencién de la curva de calibracion; por otra parte, la Figura 3.4 presenta la curva generada
para dichas concentraciones de BSA (usado como muestra estandar). Con base en la ecuacion
generada por la curva patron; se calcularon la concentracion de la muestra perteneciente a la
extraccion de CLG de piel de Tilapia, Dicha curva presenta un coeficiente de correlacién

r2 =0.9273, lo cual indica que el método es apropiado para la cuantificacion.

Tabla 3.1. valores de concentracion de BSA vs absorbancia.

Concentracion Absorbancia
0 0
0.2 0.0085
0.4 0.0110
0.6 0.0130
0.8 0.0145
1.0 0.0190
1.2 0.0205

A partir del despeje de la formula se tiene que la concentracion (x) es igual a:
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Y—-0.0031
= 208 (Eq. 1)
Para la muestra de CLG, se obtuvo un promedio de absorbancia de 0.0215 + 0.002, el cual al
sustituir en la ecuacion (Eq. 1) reveld que la concentracion de proteina en la muestra de estudio
fue de 1.19 pg/mL. A partir de lo cual se calculé un rendimiento de 23.8% de concentracion de
proteina. Este rendimiento proteico, es consistente y comparable con los reportados
anteriormente para especies marinas similares; de acuerdo con los resultados, de distintos
autores (4,5,33,34,71) , es posible notar que la extraccion de CLG a partir de piel de diferentes
peces, es mayor en comparacion con otras regiones anatomicas, como lo son el hueso y las
escamas, esto podria deberse a la presencia de enlaces cruzados, asi como al contenido de
sustancias adicionales (como al Ca2+) en dichas regiones. De acuerdo con lo reportado por
Quintero, los rendimientos de extraccion para diferentes regiones de tilapia roja (Oreochromis
spp) son 9,62% a partir de escamas; 13,41% a partir de espinas y 18,93% a partir de piel [5],
dichos resultados son inferiores a los encontrados en este estudio, con lo cual se puede
comprobar la variabilidad de contenido proteico para estas especies. Asimismo, es posible notar
que el rendimiento de CLG marina en comparacion con fuentes terrestres son menores que los
encontrados en zonas anatémicas de otras especies como cerdo y pollo, con 30% y 62%,
respectivamente, sin embargo, estas especies son usadas para alimentacion humana, mientras
que aquellos obtenidos de residuos pesqueros no tienen usos adicionales, asimismo estos

ultimos no han presentado dificultades relacionadas con transmision de enfermedades.

0.025 y =0.0154x + 0.0031

R?=0.9273
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g 0.01 o L 4

1

2 0.005
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Concentracion de albumina (pL)

Figura 3.1. Curva de calibracién a partir de BSA.
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3.3 Propiedades fisicoquimicas de la CLG marina

3.3.1. FTIR

El espectro FTIR de la CLG proveniente de pieles de Tilapia se presenta en la Figura 3.2.Se
pudo apreciar la aparicion de vibraciones caracteristicas de enlaces tipicos de la CLG tipo 1,

como ha sido previamente reportado [29, 68,69,71].

La banda que se observa a 3287 cm™ corresponde al estiramiento del enlace N-H. La vibracion
del grupo C=0 generalmente se observa en el intervalo entre 1670-1640 cm™; sin embargo, para
la CLG de piel de Tilapia se observé a 1627 cm™; lo que puede atribuirse a que existe un
corrimiento que se relaciona con el reforzamiento de enlaces hidrégeno; por otra parte, la banda
que se observa a 1546 cm™, atribuida al estiramiento del enlace C-N presento un corrimiento, ya
que de acuerdo a reportes previos para CLGs de distintas fuentes esta banda se ubica entre los
valores 1590 y 1530 cm™ [29,69,71]. Por ultimo, es posible observar una banda a 1244 cm™, la
cual representa la estructura helicoidal de la proteina. Lo anterior puede justificar que la obtencion

de CLG obtenida corresponde con estructura de CLG tipo | [29,71].

- ——CLG TILAPIA |
-~ 1627

1 3287 AMIDA |

. AMIDA A

- 1546
= AMIDA Il
2 3071
= 3296
S / AMIDA B 1446
g L
S - 2849 - 1244
3 AMIDA Il
< 1068

. 1314

v L] v L v ] v 1 M ] v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura3.2. Espectro FTIR de la CLG de piel de Tilapia.
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Tabla 3.2. Asignaciones de bandas FTIR, de la CLG obtenida de piel de tilapia.

Ndmero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™)

(reportado) (29,71) CLG de tilapia Asignacion

3200-3600 3987 Estiramiento N-H,. aqoplado con
puente de hidrégeno
3030-3100 3071 Estiramiento N-H
2950-2930 2936 Estiramiento asimétrico C-H.
2953-2870 2849 Estiramiento simétrico C-H»
1630-1670 1627 Vibracion por estir_amiento del
grupo C=0

1530-1590 1546 Estiramiento C-N y Flexion N-H

Vibraciones del anillo pirrol,

1450 1446 . i
entrecruzamiento de la matriz
1405-1410 1408 Vibraciones por deform_aglon del
grupo CH; de la glicina

1310-1340 1314 Meneo CH_, de la prolina
1230-1260 1244 Estiramiento C-NHy deformacién N-

1170 1068 Flexion asimétrica C-O-C
1075-1080 b Vibracion C-O

3.3.2. Analisis TGA de la colagena.

En la Figura 3.3 se muestra el termograma de la CLG obtenida a partir de piel de Tilapia, se
pueden observar las principales perdidas de peso ubicadas a diferentes intervalos, asi como el
punto de degradacion maxima de la proteina. La primera pérdida de peso se puede apreciar a
una temperatura de 94 °C la cual corresponde a una pérdida de masa de 8.9%, esta primera
perdida generalmente se atribuye a la perdida de agua fisisorbida, coincidente con el
comportamiento de los graficos TGA de distintos materiales biolégicos segun reportes previos
[60,71]. Seguidamente, se puede observar una transicion debida a degradacion de la CLG, con
un maximo de temperatura de 246.6 °C y con pérdida de peso de 15.5%, asimismo se registra
una pérdida debida a la combustion en 357.95 °C y puede considerarse una pérdida de peso de
58%. Finalmente, la degradacion maxima de la proteina se considera a una temperatura de
496.6°C con una pérdida de peso 76.3% vy los residuos correspondientes a los procesos de

combustion del material.
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De igual manera se puede observar picos de degradacion del material con base en la informacion
proporcionada por la primera derivada, en donde primeramente se nota la apariencia de un pico
a 56.6 °C al que se le puede atribuir un inicio de desnaturalizacion de la proteina, seguidamente
se observa un segundo pico a una temperatura de 322.6 °C el cual da informacién acerca de la
descomposiciéon maxima del material y se asume que por encima de esta, la proteina ha perdido

todas sus propiedades, quedando Unicamente residuos de la combustion.

Perdida de peso (%)
epeAlap elawid

322.6° i

T | | T | |
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 3.3. Grafica TGA de la CLG de piel de Tilapia.
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3.3.3. Analisis DSC de la colagena.

En la Figura 3.4, es posible observar el primer y el segundo calentamiento de la muestra de CLG,
asi como un enfriamiento en un intervalo de temperatura de 10 °C a 300 °C. Se observa una
transicion térmica a 47.27 °C que se puede asociar al inicio de desnaturalizacién de la CLG,
interpretandose como una pequena fraccidén de CLG gelatinizada, de igual manera se observa un
pico endotérmico a 84.45 °C, el cual se puede atribuir a la perdida de humedad, y se asume que
se superpone al pico endotérmico correspondiente a la desnaturalizacion, ya que se ha
demostrado que los puentes de hidrégeno inter e intramoleculares, asi como el agua unida
mediante dichos enlaces son responsables de la estabilidad de la triple hélice colagénica, por lo
que la ruptura de dichos enlaces y la perdida de agua durante el calentamiento desenrollan la
triple hélice, desnaturalizandola. Asimismo, se puede notar que a una temperatura aproximada
de 194 °C ocurre desnaturalizacion maxima de la hélice de CLG. Debido a la perdida de agua
durante el primer calentamiento existe ausencia de pico endotérmico en el segundo
calentamiento [65,71]. De igual manera en el enfriamiento, no se observan presencia de picos
endotérmicos, asociados a cristalizacion del material, esto debido a que después de la
desnaturalizacion, las transiciones son irreversibles, mostrando de esta manera la naturaleza

amorfa de la colagena desnaturalizada (gelatina).

Primer calentamiento
Enfrimmianto
Segundo Calentamisnto

Flujo de calor (mWimg)

T T T T J T ¥ T T
o 50 100 150 200 250 300
Temperatura ("C)

Figura 3.4. Grafica DSC de colagena de piel de Tilapia
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3.4 Patron electroforético de la CLG marina

El patrén electroforético obtenido para la muestra de CLG extraida a partir de piel de tilapia, se
puede observar en la Figura 3.5.Fue posible observar las cadenas a1 y a2 con masas
moleculares cercanas a 100 KDa, asimismo, se observé una banda a 150 KDa, la cual puede
atribuirse a la cadena B3, y ha sido relacionada con la conservacion de CLG triplehelicoidal.

La disminucién del peso molecular para las bandas comparadas con las reportadas para
diferentes especies marinas como: Oreochromis mossambicus y Dosidicus gigas, los cuales
tienen pesos entre 116 y 120 KDa para las cadenas a1 y a2, y entre 200 y 250 KDa para la
cadena [3; y se puede atribuir al uso de la pepsina durante el proceso de extraccion, la cual facilita
la solubilizacion sin degradar la molécula, como ha sido previamente reportado [29]. La pureza
de la CLG obtenida se puede corroboran en el patrén electroforético, ya que no existen bandas
proteicas adicionales a las bandas tipicas de la CLG, lo que sugiere que el proceso de extraccion
y purificacion logra eliminar el material no colagénico y es coincidente con los pesos moleculares
reportados para las especies de S. luridus, donde se han observado dimeros con pesos de 161
kDa.

210 KDa

125KDa

101 KDa

56.2 KDa

Figura 3.5.Patron electroforético de la colagena de piel de Tilapia.
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3.5. Obtencion y caracterizacion de las peliculas de PLA/CLG

A través de la metodologia, previamente descrita, se lograron obtener peliculas de PLA/CLG y
PPLA/CLG de 2 m de longitud con distintas concentraciones de CLG. Dichas peliculas fueron
caracterizadas mediante los analisis fisicoquimicos y mecanicos, para evaluar su aplicacién como

biomaterial.
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Figura 3.6. Peliculas obtenidas a partir de PLAy CLG.

3.6. Analisis del espectro IR de las peliculas de PLAY CLG

En la Figura 3.7 se presentan los espectros correspondientes a peliculas de CLG-PLA con
concentraciones de 0.5%, 1%y 2% de CLG. Mientras que en la Figura 3.8 se presentan las
peliculas CLG-PPLA (PLA hidrolizado) con las mismas concentraciones de CLG. A su vez, cada

conjunto de peliculas se compara con el espectro de los componentes por separado.

En el espectro de PLA (Figura 3.7) se aprecian bandas a 2994 cm™' y 2933 cm™' correspondientes
al estiramiento simétrico y asimétrico de enlaces CH3; en 1755 cm™" aparece la vibracion del
grupo C=0 asociado al enlace éster, en 1074 cm™" un pico correspondiente al grupo COOH, en
1458 cm™ una flexién de enlace CH, y en 861 cm™ y 759 cm™ se observan vibraciones
longitudinales de los enlaces C-C. Estos espectros corresponden a enlaces caracteristicos del
PLA reportados previamente [77,78,79].
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Para el espectro de CLG se aprecian las principales bandas en 3287 cm™', 1627 cm™, 1546 cm™’
y 1244 cm™ asociadas a las amidas A, B, |, Il y lll, como se ha descrito anteriormente.

Es posible notar que la incorporacion de CLG a las peliculas, no afecta de manera significativa el
espectro del componente principal, el PLA, ya que en general, los grupos funcionales asociados
al PLA aparecen en los mismos intervalos de las peliculas con y sin CLG, con ligeros corrimientos
en algunas regiones, como por ejemplo aquellas relacionadas con los estiramientos de C-H Y
COOH. Esto probablemente se deba a que el espectro del PLA enmascara al espectro
correspondiente a CLG, lo que era de esperarse por las bajas concentraciones de CLG utilizada.
Este hallazgo podria ser favorable para una aplicacién biomédica de las peliculas CLG-PLA, ya
que se conserva la estructura principal del PLA con las propiedades mecanicas y fisicoquimicas
elevadas y contiene el polimero bioactivo, la CLG. Sin embargo, es necesario corroborar la

presencia de la CLG en la mezcla de PLA y su actividad biolégica en forma de pelicula extruida.

Ademas, es posible que la CLG se haya desnaturalizado durante el proceso de extrusion,
principalmente dando origen a moléculas de CLG desenrolladas o a péptidos de la misma, sin
embargo, esto puede ser una ventaja, debido a que ha sido demostrado que moléculas
desenrolladas de CLG tienen actividad biologica, asi como péptidos pequefios de CLG, llamados
matricriptinas, los cuales han demostrado que aumentan la funcionalidad de las CLGs, al tener
actividad bioldgica especifica para ciertos procesos como angiogénesis y reparacion de tejido, ya
que al unirse a receptores pueden liberar factores de crecimiento de manera mas especifica que

su molécula precursora [85].

47



Estiramiento

-CH C=0 cH COOH C-C

! 1
L

1

1

1

1

1

I

] m PLA-CLG 2

Absorbancia (u.a)
1 1
-
2
P
(@)
—
®
o
)

A

1 Estiramiento NH |
i CH Flexién N-H
"4 2 c=o
— Estiramiento C-N
] -
_ CLG Tilapia

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1 !
T
—
>

Numero de onda (cm™)

Figura 3.7. Espectros FTIR de las peliculas PLA-CLG.

En las tablas 3.3 y 3.4, se presentan los valores de los grupos funcionales asociados a las

vibraciones en el espectro de FTIR, para cada pelicula.

Tabla 3.3. Asignacion de los grupos funcionales para las peliculas a partir de PLA Y CLG, obtenidos mediante

FTIR.
Grupo | Asignacién Numero de onda (cm™1)
PLA PLA-CLG PLA-CLG1 | PLA-CLG2
0.5

OH Estiramiento -—- -—- -—- -
CH Estiramiento simétrico y 2994 y 3000y 2929y 2899y

asimétrico 2933 2938 2828 2856
C=0 Vibracién carbonilo 1744 1744 1744 1737
CH Flexion 1454 1454 1461 1458
COOH | Grupo carboxilo 1074 1074 1074 1074
C-C Estiramiento 871y 759 |871y759 720 871y 759
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En el espectro de PLA hidrolizado (PPLA) (Figura 3.8), es posible notar algunos cambios en
cuanto a los picos asociados a los enlaces caracteristicos. Primeramente, es posible notar la
apariencia de una banda en 3524 cm™, el cual se puede asociar a la presencia de grupos OH
libres, de igual manera, se aprecia una reduccién de intensidad en 1744 cm™ relacionado con
el grupo carbonilo C=0 asociado al enlace éster. Por otra parte, es posible notar que con la
presencia de CLG en la mezcla, se va reduciendo la intensidad del pico asociado al grupo
carbonilo C=0 y el enlace O-H continua presente, ocupando mayor longitud; esto podria
asociarse a una degradacion hidrolitica, debido a la presencia de agua que puede actuar con
efecto plastificante, asi como al proceso de extrusion que conduce a degradacion termooxidativa,
en consecuencia, los grupos OH vy los acidos carboxilicos se hacen visibles por la ruptura del
enlace, esto podria indicar que el polimero se ha vuelto mas hidrofilico, aumentando su
degradacién, lo cual puede producir moléculas de bajo peso molecular que pueden ser
bioabsorbidas por el organismo. De igual manera, se puede apreciar que la intensidad de las
bandas asociadas al estiramiento C-H se va haciendo mas notoria conforme se agrega CLG,
asimismo, es posible notar una banda adicional a partir de la mezcla con 0.5 de CLG, mismo que
podria asociarse al enlace N-H de las amidas presente en la CLG, lo que podria estar indicando

la interaccion de ambos polimeros.
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Tabla 3.4. Asignacion de los grupos funcionales para las peliculas a partir de PLA hidrolizado (PPLA) y CLG,

Estiramiento
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Figura 3.8. Espectros FTIR de peliculas PPLA Y CLG.

obtenidos mediante FTIR.

Grupo | Asignacion Numero de onda (cm™)
PPLA PPLA- PPLA — PPLA-
CLGO0.5 CLG1 CLG2
OH Estiramiento 3524 3466 3466 3466
CH Estiramiento simétrico y 2986y 2914 y 2871 | 2903 y 2834 | 2952y
asimétrico 2856 2959
C=0 Vibracién carbonilo 1744 1744 1744 1744
CH Flexién 1458 1458 1458 1458
COOH | Grupo carboxilo 1074 - - -
Cc-C Estiramiento 871y
759
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3.7. Calorimetria diferencial de barrido

Los eventos térmicos de las peliculas hechas a partir de PLA y CLG, se pueden observar en la
Figura 3.9 y en la Figura 3.10; mismos que fueron registrados después del enfriamiento y un
segundo calentamiento por DSC. Asimismo, en las tablas 3.5 y 3.6, se indican los valores de

temperatura para dichos eventos.

En la Figura 3.9, es posible ver los graficos, correspondientes al calentamiento y enfriamiento de
las peliculas obtenidas a partir de PLA y diferentes concentraciones de CLG (0.5, 1y 2%), mismas

que se comparan con peliculas hechas unicamente de PLA sin CLG.

Para las peliculas de PLA, y PLA mezclado con CLG es posible notar que, durante el
calentamiento, solo se aprecia la transicion vitrea (Tg) entre 55y 58 °C, misma que tiene un ligero
aumento hacia temperaturas mas altas (aproximadamente 2.5 °C) con las concentraciones de
0.5% y 2% de CLG. Mientras que durante el enfriamiento ninguna pelicula registra algun pico

asociado a cristalizacion.

Los eventos térmicos obtenidos para la familia de peliculas de PLA y CLG, evidencian la
miscibilidad de los polimeros, debido a un uUnico registro de temperatura de transicion vitrea (Tg),
coincidente con el estudio de Burgos, et al .,2013, [82], quien encontré6 que materiales con
solubilidad similar pueden acoplarse indicando su miscibilidad por medio de un unico registro de
Tg. De igual manera es notoria la estructura de la regién amorfa del polimero PLA predominante
en la mezcla; esto podria deberse a las condiciones de procesamiento , debido a los movimientos
mecanicos y a someterse a enfriamientos bruscos que dificultan la formacién de regiones
cristalinas , asi como a condiciones de barrido para el estudio del historial térmico, considerando
que es posible obtener una estructura amorfa del polimero, por enfriamiento a tasas moderadas;
asimismo, segun lo reportado por estudios anteriores [80] el isomero L-PLA (usado para este
estudio), tiene tasas de cristalizaciéon mas bajas. Sin embargo, en un ambiente no controlado o
con tasas de enfriamiento y calentamiento mas lentas podria ser visible la aparicion de eventos
relacionados con la temperatura de cristalizacion en frio (Tcc), asi como temperatura de fusion
(Tm); por lo que las caracteristicas cristalinas del material podrian estudiarse a detalle mediante
técnicas de difraccion de rayos X. De igual manera se puede considerar que los materiales de
esta primera familia no presentan degradacion o nucleaciones debidas a la posible interferencia

de agentes plastificantes o mayores esfuerzos mecanicos.
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Figura 3.9. Curvas DSC para las peliculas PLA-CLG. a)calentamiento y b)enfriamiento del material.
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Tabla 3.5.Eventos térmicos y sus correspondientes valores de temperatura para las peliculas de PLA y CLG.

Calentamiento
Muestra Tg (°C)
PLA 55
PLA -0.5 CLG 58
PLA -1 CLG 55
PLA-2 CLG 58

Por otra parte, los graficos de la Figura 3.10, corresponden a las peliculas obtenidas a partir de
PLA hidrolizado por exposicién a humedad del medio ambiente, con posible efecto plastificante
(PPLA) y CLG con diferentes concentraciones (0.5, 1y 2%).

Existe un comportamiento distinto para los termogramas asociados con las peliculas a partir de
PLA hidrolizado (PPLA), asi como de PPLA y CLG (Figura 3.10). Durante el calentamiento se
observa que tanto para la pelicula unicamente de PPLA, como para las peliculas hechas a partir
de mezclas de CLG y PPLA,; el pico relacionado con la Tg no se detecta o esta escasamente
definido, mientras que es posible observar eventos relacionados con temperaturas de
cristalizacion en frio (Tcc) y temperatura de fusion (Tm), de igual manera, es posible notar la
presencia de un evento endotérmico adicional al pico de fusién. Asimismo, durante el enfriamiento
existe un comportamiento similar para todas las peliculas: se observan dos picos exotérmicos,
relacionados con temperaturas de cristalizacién (Tc), los cuales coinciden en los mismos

intervalos tanto para la pelicula de PPLA como para las peliculas de PPLA con adicion de CLG.

Por otra parte, los eventos térmicos observados para la segunda familia (PPLA y CLG),
relacionados con temperatura de cristalizacion en frio (Tcc) y temperatura de fusién (Tm),
coinciden con los valores, en intervalos de temperatura reportados previamente [39]; Asimismo
los eventos adicionales que no han sido reportados con exactitud pueden deberse a diferentes
condiciones de procesamiento, asi como a la nueva conformacién estructural debida a la adicion
de plastificante en el polimero. Por una parte la adicion de plastificante, favorece la disminucion
de laTg; y, considerando que para este estudio se considera que el agua podria tener este efecto,

se ha reportado que ésta (el agua), pude inducir reduccion de la Tg hasta 20 °C en comparacion
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con diluyentes organicos, que solo logran disminucion entre 4 y 5 °C; a su vez, el plastificante
puede influir en movimientos moleculares en la cadena, lo cual estaria generando
reordenamientos de las cadenas en fases cristalinas durante periodos mas largos, razon por la
cual es dificil visualizar la transicién vitrea en el termograma de calentamiento; esta caracteristica
podria de igual manera relacionarse con la aparicion de picos de cristalizacion durante el
enfriamiento, esto ligado a procesos mecanicos durante el procesamiento del material, que
podrian generar empaquetamiento en las zonas amorfas cuando el material se funde, lo que
permite la interaccion de cadenas y facilita la formacién de mas zonas cristalinas [74]. Sin
embargo, este fendmeno no ha sido reportado previamente en termogramas de PLA hidrolizado
por humedad del medio ambiente, por lo que su estudio debera complementarse con técnicas

que permitan visualizar fases cristalinas como difraccién de rayos X.

En general, los valores para los eventos térmicos de las peliculas de PLA-CLG, para
componentes por separado, presentan los mismos intervalos de temperatura, por lo que la
estabilidad térmica del polimero sintético parece no estar alterada por la presencia de la CLG,
sino unicamente tiene cambios notorios por la influencia del agua que tiene efecto plastificante

tal como ha sido reportado por otros estudios [84].
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Tabla 3.6. Eventos térmicos y sus correspondientes valores de temperatura para las peliculas de PLA
plastificado y CLG.

Muestra Calentamiento Enfriamiento

Tcc (°C) Tm (°C) Tc 1 (°C) Tc 2 (°C)
PPLA 1134 154 104 108.7
PPLA -0.5 % CLG 113.0 154 104 108.7
PPLA -1 % CLG 111.4 154 104 108.7
PPLA-2% CLG 1114 154 104 108.7

3.8. Analisis termogravimétrico

Las Figuras 3.11 y 3.12, muestran los termogramas (TGA) de las peliculas hechas a partir de
PLA y CLG y sus correspondientes derivadas (DTG). De igual manera las tablas 3.7 y 3.8
describen los valores de pérdidas de peso y temperaturas de maxima degradacion. A partir de

dichos valores fue posible visualizar y comparar los eventos de pérdida de peso de las muestras.

La Figura 3.11 muestra las curvas TGA y su correspondientes DTG de las peliculas elaboradas
a partir de PLA-CLG, mismas que a su vez se comparan con peliculas hechas unicamente de
PLA. El andlisis y comparacién de las pérdidas de peso se observaron en distintas transiciones
donde: la primera hace referencia a la pérdida de peso atribuida a la perdida de agua absorbida
del medio ambiente, seguidamente se observa la mayor pérdida de peso asociada a la

descomposicion del PLA, y por ultimo es posible visualizar el residuo a 600 °C.

Los resultados de los termogramas muestran que la pelicula de PLA comienza a descomponerse
en 303 °C, presentando una pérdida de peso en una sola etapa en un intervalo de 303-387 °C, y
finalmente un residuo a 600 °C de solo el 0.76%, asimismo la primera derivada evidencio un pico,
mismo que indico que la temperatura de maxima de degradacion fue de 367.83 °C, estos

resultados coinciden con los reportados previamente [82,73].

Por otra parte, se puede observar que las peliculas de PLA y CLG, presentan ligeras pérdidas de
peso, mismas que tienen un aumento correspondiente con el porcentaje de colagena agregada,
por lo cual dicha perdida, ademas de relacionarse con la desorcién de agua, podria de igual

manera deberse a la descomposicion asociada a la CLG. La mayor pérdida de peso ocurre en el
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intervalo de 298 y 387 °C de la misma forma que ocurre para la pelicula de PLA. Sin embargo,
es posible notar que con los contenidos de 0.5% y 2% de CLG, la estabilidad térmica se ve
ligeramente modificada, notando que la pérdida de peso se desplaza en temperaturas menores,
asimismo se puede observar que las temperaturas de degradacion maxima, dadas por la DTG
son mas bajas, siendo la pelicula de PLA la mas estable térmicamente, seguida de la pelicula de

PLA- 1% CLG, PLA-0.5% CLG y por ultimo PLA -2% CLG,; finalmente el residuo a 600 °C no
supera el 2% para ninguna de las peliculas.

En general, la adiciéon de CLG, no presenta cambios significativos con referencia a la estabilidad

térmica del PLA, por lo que podrian procesarse con adicion de CLG en esos porcentajes.
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Figura 3.11. Curvas TGA para peliculas PLA-CLG a) TGA y b)DTG
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Tabla 3.7. Perdidas de peso y temperaturas de maxima degradacion de peliculas a partir de PLAy CLG

TRANSICIONES
Pérdida Pérdida
MUESTRA residuo a
de peso Tmax (°C) de peso Tmax (°C)
600 °C (%)
(%) (%)
PLA - - 99.241 367.83 0.764
PLA-CLGO0.5 0.54 - 98.120 360.28 1.34
PLA-CLG1 0.99 --- 98.250 369.95 0.76
PLA -CLG 2 1.18 - 97.110 349.91 1.71

Por otra parte, los termogramas TGA y sus derivadas DTG, de las peliculas hechas a partir de

PPLA vy diferentes porcentajes de CLG, se pueden observar en la Figura 3.12.

En estos termogramas es posible notar las pérdidas de peso debidas a transiciones; las primeras
pueden atribuirse a pérdidas de peso asociadas al agua, componentes volatiles, asi como a
fragmentos de PLA degradado entre 100 y 160 °C, con pérdidas de peso entre 11y 16%, mientras
que al final se puede observar la mayor pérdida de peso entre 373.50 y 478.53 °C, con pérdidas
entre 76.15 y 88.16% de peso, asociadas con la degradacion del PLA; asimismo, se registra el
residuo a 600°C.

El termograma asociado a la pelicula de PPLA, evidencia que a diferencia de las peliculas de
PLA sin degradacion, que se descomponen en una sola etapa, esta pelicula presenta
degradacién por etapas, lo cual puede deberse, a la presencia de humedad en la estructura;
debido a que el agua podria presentar efecto plastificante, por lo que se genera mayor volumen
libre [73] la cual tardara mas en evaporarse, asimismo, se puede atribuir a la degradacion térmica
y mecanica que ocurre durante el proceso de extrusion, misma que dejara residuos de PLA que
se veran reflejados como pérdida de peso a menor temperatura. Lo anterior a su vez refleja picos

de degradacion maxima.

Por otra parte, las peliculas hechas de PPLA-CLG, muestran que con la adicion de diferentes
porcentajes de CLG, las temperaturas de pérdidas de peso disminuyen en funcién del contenido

de CLG. Siendo la disminucién mas evidente, en el intervalo de las ultimas dos zonas , donde se
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da la mayor pérdida de peso y es posible notar que la estabilidad de las peliculas que contienen
1y 2% de CLG, se ve afectada con el desplazamiento de la temperatura de degradacion maxima

con valores de hasta 30 °C por debajo de los obtenidos para las peliculas de PLA hidrolizado.

Las distintas pérdidas de peso (marcadas en intervalos con flechas que agrupan los eventos
similares) se puede atribuir de manera general a la presencia del agua con efecto plastificante,
que como ya se menciond pueden generar volumen libre, y a su vez generar degradacion
hidrolitica del PLA, esto junto con la degradacion termomecanica ocasionada por la extrusion,
podria generar residuos de bajo peso molecular que serian visibles en pérdidas de peso a
menores temperaturas. Adicionalmente, es posible que la adiciéon de CLG, produjera perdidas de
peso, sin embargo, éstas podrian estar enmascaradas por los demas componentes de bajo peso
molecular. Finalmente, es posible notar que la pelicula de PPLA-CLGO0.5, presenta la mayor
estabilidad térmica, con valores muy cercanos a la de PPLA, mientras que peliculas de PPLA-
CLG1y PPLA-CLGZ2, se descomponen ligeramente mas rapido, por lo que su proceso deberia

cuidar no sobrepasar la temperatura de 429 °C.
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Tabla 3.8. Pérdidas de peso y temperaturas de maxima degradacion de peliculas a partir de PPLAy CLG.

TRANSICIONES residuo
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida 2 600
MUESTRA de Tmax de Tmax de Tmax de Tmax °C
peso (°C) peso (°C) peso (°C) peso (°C) (%)
(%) (%) (%) (%)

PPLA 11.98 | 136.39 6.09 211.78 2.70 37588 | 76.15 | 476.78 3.08
PPLA- 983 | 14071 | 7.72 |209.00| 239 |37350| 77.37 |47853| 2.69
CLGO.5 . ) . ) ) . ) ) .

PPLA-CLG1 10.12 | 139.94 7.04 203.14 - —— 79.70 | 429.53 3.14
PPLA -CLG2 10.32 | 133.32 4.36 218.14 -— -— 82.16 | 442.57 3.16

3.9. Propiedades mecanicas (prueba de tension)

Las Figuras 3.13 y 3.14 muestran las curvas de esfuerzo- deformacion, de las peliculas de PLA-
CLG, obtenidos a partir del ensayo de tensién. Asimismo, las Tablas 3.9 y 3.10 resumen los

valores de las propiedades mecanicas de dichas peliculas.

La Figura 3.13 muestra las propiedades mecanicas obtenidas a partir de las peliculas

conformadas por PLA-CLG.

Los resultados demuestran que las peliculas de PLA, tal como se ha reportado anteriormente,
son materiales rigidos [91,77].ya que se observa la presencia de un mayor modulo elastico, sin
embargo, con la adiciéon de la CLG se reduce ligeramente el médulo de elasticidad, hasta 1993

MPa, pero sin cambios significativos en su deformacién.

En general las propiedades mecanicas obtenidas para las peliculas compuestas a partir de PLA
y CLG, demostraron que dichos materiales son rigidos y resistentes, con un buen desempefio
mecanico, reflejado en sus altos modulos de elasticidad que fueron de 2635, 2190, 2113, 1993
MPa respectivamente y resistencia a la traccion de 39.6, 28.4, 34 y 27.8 respectivamente, pero
con valores de deformacion muy bajos entre 0.78 y 0.84%, mismos que podrian resultar en
materiales quebradizos y con baja flexibilidad, por lo anterior se puede deducir que la matriz de

PLA aporta caracteristicas de resistencia mecanica a la mezcla, pero con baja flexibilidad.
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Tabla 3.9. Propiedades mecanicas de peliculas de PLAy CLG.

Muestra Resistencia | Moédulo de | Deformacion
ala Elasticidad (%)
traccion (MPa)
(MPa)

PLA-0% CLG 39.6+6.2 | 2635.0+420.2 0.84
PLA-0.5% CLG 28.4+3.8 2190.8+246.2 0.77
PLA-1.0% CLG 34.0+3.8 2113.5+101.3 0.89
PLA-2.0% CLG 27.8+2.3 1993.3+146.7 0.78
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En la Figura 3.14 se muestra el grafico con las propiedades mecanicas obtenidas para las
peliculas a base de PPLA y CLG. Es posible notar que, para las peliculas plastificadas, la
resistencia a la traccion y el moédulo de elasticidad se ven considerablemente reducidos, los
cuales mostraron valores entre 15.60 y 19.72 MPa y entre 164 y 215 MPa respectivamente.
Asimismo, el porcentaje de deformacion aumenta hasta 425% en funcion de la cantidad de CLG,
mostrando una ligera disminucidn en aquella donde se anadié 2% de CLG, esto probablemente
debido a la incorporacion de fases de PLA y CLG, donde CLG podria representar un refuerzo.
Estos resultados permiten ver que el plastificante hace mas flexible a la mezcla polimérica,
permitiendo tener un area mas grande de zona plastica antes de la fractura. Estos hallazgos
sugieren que el PPLA, aporta una resistencia mecanica, que a su vez permite la flexibilidad de
pelicula; en este sentido considerando que dicho material puede ser usado en la superficie de la
piel y que ésta presenta médulos de elasticidad entre 4,6 MPa y 20 MPa, la flexibilidad en las
peliculas es una caracteristica favorable para estas aplicaciones; este ensayo demuestra que a
pesar de tener valores aun lejanos a estas cifras, se ha logrado disminuir considerablemente en
comparacion con aquellas sin presencia de PPLA, por lo que su composicién futura podria
considerar disminuir el médulo de elasticidad, sin comprometer demasiado su resistencia, con
ayuda de aditivos como plastificantes y aceites esenciales para mejorar la flexibilidad y refuerzos

que mantengan la resistencia.
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Tabla 3.10. Propiedades mecanicas de peliculas PPLA y CLG.

Muestra Resistencia | Moédulo de | Deformacion
ala Elasticidad (%)
traccion (MPa)
(MPa)

PPLA-0% CLG 18.30+2.57 | 215.96+59.74 411.00
PPLA-0.5% CLG 19.72+2.25 | 215.78+51.10 425.20
PPLA-1.0% CLG 18.10+2.25 | 176.40+50.16 421.25
PPLA-2.0% CLG 15.60+1.94 | 164.95+54.19 391.60
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CONCLUSIONES

Mediante la técnica de hidrdlisis enzimatica, propuesta en la metodologia, se logré la extraccion
a partir de piel de tilapia Oreochromis niloticus con un rendimiento de extraccion de 3.4%, lo cual
esta por arriba del rendimiento reportado para la extraccion de CLG a partir de piel del pez
Parang-Parang (1.92%) y de la Tilapia roja , Bagre y Palometa (2.27%)

De acuerdo con el analisis de FTIR, la CLG extraida es tipo 1, lo cual se confirmé con la
electroforesis, donde fue posible observar bandas asociadas a las cadenas a y B relacionadas
con la estructura de la CLG tipo |. Las caracterizaciones térmicas demuestran que la CLG puede
mezclarse con el PLA o PLLA a temperaturas no mayores a 322 °C, ya que esta temperatura es

su temperatura maxima de degradacion.

Mediante el proceso de extrusion en fundido, llevado a cabo en una sola etapa se lograron
obtener peliculas continuas de 2 m de longitud de PLA-CLG y PPLA-CLG, presentando mejores
caracteristicas macroscoépicas en cuanto a apariencia y flexibilidad, aquellas realizadas con el
PPLA.

Los espectros FTIR de las peliculas, mostraron bandas asociadas principalmente a PLA, esto
debido a que es el componente mayoritario en todas las composiciones por lo que los espectros
de CLG quedaron enmascarados. Por otra parte, fue posible notar que tanto la presencia de
humedad (agua), como el propio procesamiento de extrusién, generaron rompimiento de enlaces,
y ligeras degradaciones termooxidativas asociadas al PLA, lo cual promovié la generacion de
fragmentos de la cadena de PLA, reflejandose en disminucion de pesos moleculares; lo que a su
vez promovio el aumento de los enlaces asociados a grupos OH y la disminucion de la intensidad

del grupo carbonilo.

Por otro lado, las pruebas térmicas permitieron mostrar las caracteristicas semicristalinas de las
peliculas .El analisis DSC, permiti6 mostrar que la presencia de agua podria favorecer el
procesamiento de los materiales ya que se visualiza una clara disminucién en la temperatura Tg
, asimismo se la atribuye la formacién de regiones cristalinas debido a los movimientos generados
por los enlaces al aumentar el volumen libre. Del mismo modo también se le pueden atribuir
fendmenos de degradacion debidos a la interaccion del PLA con el agua mismos que estarian

coincidiendo con los espectros OH obtenidos en FTIR.
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En cuanto al TGA, las peliculas compuestas de PLA y CLG, muestran pérdida de peso en una
sola etapa, con un porcentaje bajo de residuos, sin embargo, aquellas peliculas elaboradas con
PPLA muestran perdidas de peso en varias etapas, que de igual manera que DSC, podria estar
asociado a la degradacion del PLA por los procesos de extrusion, asi como a la incorporacion de

agua, pese a ello, el residuo es bajo en porcentaje y la estabilidad térmica se mantiene.

Finalmente las pruebas mecanicas dejan ver que las peliculas a base de PLA-CLG, son rigidas
con tendencia a la fractura, y a pesar de mantener fuerte la estructura mecanica del material,
podria representar una desventaja para aplicaciones dérmicas, por otra parte las peliculas a base
de PPLA-CLG, presentan una mayor flexibilidad con bajos médulos de elasticidad, lo cual a pesar
de representar cierta degradacion, puede ser mas facil de manipular debido a su flexibilidad, por

lo que representa una ventaja para la aplicacién para la que se quiere evaluar.

En general se logré la incorporacion de PLA y CLG, con peliculas que presentan buen tamano
en comparacion con otros andamios, pese a la degradacion que surgié durante el proceso, se
puede atribuir que las peliculas de PPLA y CLG, presentan caracteristicas d flexibilidad con
posible aplicacién en la ingenieria del tejido dérmico, por lo que su mejoramiento depende de

aditivos que puedan mantener la estabilidad térmica y mecanica, conservando la flexibilidad.
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PERSPECTIVAS

Con la finalidad de evaluar mas a fondo la estructura y composicion de las peliculas, asi como

el uso de éstas como biomaterial de uso dérmico, se recomienda:

e Mejoramiento de las propiedades biolodgicas, con adicion de recubrimientos
antimicrobianos, como aceites esenciales, que a su vez podrian mejorar sus propiedades
de flexibilidad.

e Evaluacion de sus propiedades semicristalinas mediante técnicas de caracterizacién por
dispersién de rayos X (WAXS).

¢ Verificacién de su composicion morfoldgica, por microcopia electronica de barrido (SEM).

e Evaluacién de sus propiedades biolégicas mediante ensayos de viabilidad celular,

hemocompatibilidad y ensayo de cierre de herida.
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