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Resumen

En este trabajo se elaboraron andamios electrohilados a partir de mezclas de
policaprolactona (PCL) y quitosano (Q), con 0, 5, 10, 25 y 100% en peso de
quitosano y se estudio € efecto de la composicion sobre las propiedades
fisicoquimicas y biologicas de los andamios. Por medio de microscopia
electronica de barrido se observé que se obtuvieron andamios con fibras
homogéneas y orientadas aleatoriamente. El didmetro de las fibras mostré una
disminucion con respecto a la cantidad de quitosano. Ademas, € angulo de
contacto y la absorcion de humedad fueron influenciados por la hidrofilia del
quitosano.

El andlisis por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
confirmo la presencia del quitosano y de la policaprolactona en |os andamios.
La composicion elemental fue analizada por espectroscopia de energia
dispersiva de rayos X donde, ademés de carbono, oxigeno y nitrégeno, se
detecto flUor proveniente de los disolventes utilizados para la fabricacion de
las fibras. De acuerdo al andisis por calorimetria diferencial de barrido, €
porcentaje de cristalinidad se vio influenciado por la presencia del quitosano.
La temperatura de degradacion maxima de |os andamios también fue afectada
por la cantidad de quitosano en e andamio. Los resultados del ensayo de
citotoxicidad utilizando fibroblastos mostraron que los andamios pueden
considerarse como materidles no citotdéxicos. Los estudios de
biocompatibilidad de los andamios con células de Schwann demostraron que
las células se adhirieron a todos los materiales; ademas se observo
proliferacion celular en e andamio con 5% de quitosano después ddl primer y
tercer dia. El ensayo inmunocitoquimico confirmd que las células mantuvieron
su fenotipo caracteristico puesto que expresaron la proteina p75, después de 5
dias de cultivo. Estos resultados sugieren que los andamios de quitosano y
policaprolactona poseen caracteristicas sobresalientes para su uso potencia en
ingenieriade tejidos de nervio periférico.



Abstract

In this work, polymeric scaffolds based on polycaprolactone and chitosan
blends containing 0, 5, 10, 25 and 100 wt.% of the chitosan were electrospun
and then evauated in order to study the relationship between scaffold
composition and their physicochemical and biologica properties.
Morphological analysis indicated that the electrospun scaffolds developed in
this study are conformed by homogeneous and randomly oriented fibers.
Statistical analysis of fiber diameter from different scaffold formulations
suggests that fiber diameters decrease as the content of chitosan increases.
Contact angle and water uptake of blend scaffolds are influenced by
hydrophilic features of chitosan. Fourier transform infrared spectroscopic
analysis verified the presence of chitosan and polycaprolactone in el ectrospun
scaffolds. Elemental composition was analyzed by energy-dispersive X-ray
spectroscopy. Carbon, oxygen and nitrogen were the main constituents of the
scaffolds. Fluorine atoms from solvent traces were also detected. Based on
differential scanning calorimetry results, crystallinity percent was influenced
by chitosan content. Maximum degradation temperature was aso affected by
presence of chitosan in blend scaffolds. Results from fibroblast cytotoxicity
assays indicated that electrospun scaffolds developed in this study are non-
cytotoxic materials. Cell adhesion of Schwann cell on electrospun scaffolds
was confirmed by biocompatibility test. After the first and third days of
seeded, cell proliferation was observed in scaffolds containing 5% by weight
of chitosan. Immunochemical analysis confirmed cell phenotype as they
expressed specific p75 marker, after five days of culture. Blend scaffolds
based on chitosan and polycaprol actone possess promising features that can be
exploited in peripheral nerve therapies.



I ntroduccion

Los nervios periféricos son estructuras macroscopicas que contienen axones
sensores y motores cuya funcion principa es transmitir sefidles desde y hacia
la columna vertebral.

Las lesiones de los nervios periféricos son comunes y afectan aun 2.8% de los
pacientes con agun tipo de trauma, cada afo. Por lo general, estas lesiones
conducen a una discapacidad permanente. En los Estados Unidos 360,000
personas sufren de pardlisis en alguna de sus extremidades superiores mientras
gue en Europa anualmente se registran 300,000 casos de lesiones en nervios
periféricos. Este tipo de lesiones representan un problema a nivel mundia y
un reto paralaciencia[1l, 2].

La regeneracion natural del nervio es posible cuando €l dafio es de unos pocos
milimetros. Si @ dafio es severo, € tratamiento estandar es € trasplante del
tgjido u 6rgano dafiado. Sin embargo, la demanda excede por mucho la
disponibilidad, debido a que € nimero de 6rganos de donadores humanos es
limitado [3].

En este contexto, la ingenieria de tejidos surge como una alternativa cuando el
trasplante de 6rganos no es viable. Con esta estrategia es posible evitar los
riesgos asociados con € trasplante de 6rganos, como son: rechazo del
implante, transmision de enfermedades, o la terapia posterior con
iInmunosupresores, la cual puede generar reacciones secundarias. Las
diferentes aplicaciones en ingenieria de tgidos involucran € uso de andamios
tridimensionales, cuya funcion es servir como un soporte tempora para €
crecimiento y maduracion de las cdlulas aidadas [4, 5].

Se espera que los andamios mimeticen la matriz extracelular del tejido que se

desea reemplazar, por lo que debe facilitar la adhesion y proliferacion celular.
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Un andamio idea para regeneracion de nervios periféricos debe ser
biocompatible y biodegradable. Ademas, debe ser poroso para permitir el
intercambio de nutrientes y debe mantener su forma para evitar la compresion
del nervio durante €l proceso de regeneracion [6, 7].

Los polimeros naturales y sintéticos son los materiales més utilizados para la
elaboracion de andamios en ingenieria de tgjidos. Por un lado, los polimeros
naturales normalmente facilitan la adhesién y diferenciacion celular; sin
embargo, sus propiedades mecanicas suelen ser insuficiente. Por otra parte, los
polimeros sintéticos son més féciles de procesar que los naturales, ademas de
tener mejores propiedades mecanicas; no obstante la falta de interaccion con
las células limita su uso en e campo biomédico [5].

La policaprolactona es un polimero sintético de gran interés, gracias a que es
biodegradable, es de facil fabricacion, posee buenas propiedades mecanicas y
ademés se ha demostrado que es biocompatible [8]. Sin embargo, su
natural eza hidrofoba limita su uso en ingenieria de tejidos [9]. La combinacion
o modificacion de la policaprolactona con otros polimeros naturales, o con
otros compuestos, es una estrategia para mejorar sus propiedades de
biocompatibilidad, a@ mismo tiempo que se aprovechan sus propiedades
mecanicas. Con esta estrategia, es posible satisfacer los requerimientos
necesarios para facilitar la adhesion y proliferacion de las células sembradas,
sin sacrificar |as propiedades mecanicas.

En @ capitulo 1 de este trabajo se describe brevemente la anatomia de los
nervios periféricos y las lesiones mas comunes. También se presenta una
revison bibliogréfica acerca de la importancia de los polimeros para
aplicaciones medicas y en especia para la ingenieria de tejidos de nervios
periféricos. El capitulo 2 describe detalladamente los materides y la

metodol ogia utilizada para la fabricacion y caracterizacion de los andamios
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poliméricos. El capitulo 3 presenta e resultado de los andlisis fisicoquimicos y
biol 6gicos de los andamios poliméricos, asi como la discusion de los mismos.
Finalmente, se presentan las conclusiones a las que se llegaron con los

resultados obtenidos en este trabajo.



Capitulo 1. Marco teorico

1.1 Sistema nervioso

El sistema nervioso es un sistema sofisticado que regula y coordina las
actividades del cuerpo humano. Tiene dos divisiones principaes, € sistema
nervioso central y e sistema nervioso periférico. El sistema nervioso central
consiste de la columna vertebral y el cerebro, mientras que e sistema nervioso
periférico involucra todos los nervios que se ramifican desde la médula
espinal hacialas extremidades [10].

El sistema nervioso central esta compuesto por células gliales como
oligodentrocitos y astrocitos. Los oligodentrocitos se encargan de la
mielinacion y soporte de los axones, mientras que los astrocitos mantienen la
barrera hematoencefdica. Esta barrera se encarga de filtrar algunas moléculas
necesarias para la funcion neuronal, ala vez que impide € paso de sustancias
toxicas. Ademas, € sistema nervioso central contiene microglias, células que
cumplen lafuncién de sistemainmunitario [11].

Los nervios periféricos son estructuras macroscopicas que contienen axones
sensores y motores; su funcion principal es transmitir sefiales desde y haciala
columna vertebral [12]. Las capas principales de |os nervios periféricos, desde
la mas interna hasta la mas externa, se denominan endoneuro, perineuro y
epineuro (Figura 1.1). El endoneuro es la capa que rodea a los axones con sus
respectivas células de Schwann, y esta compuesta principalmente de fibras
orientadas de colageno. Después, se encuentra el perineuro que esta formado
de muchas capas de fibroblastos y colégeno, las cuales rodean varios grupos
de axones para formar fasciculos [13]. Finalmente, la capa mas externa es €

epineuro, que mantiene unidos a los fasciculos nerviosos y cuya funcion es



soportar los esfuerzos de tension y compresion derivados del movimiento de

las extremidades [12].

Ceélula de
Schwann
(Nucleo)

Endoneuro

Epineuro /7~

Vasos sanguineos

Figura 1.1 Anatomia de los nervios periféricos

1.1.1 Lesionesen € sistema nervioso periférico

Las lesiones en e sistema nervioso periférico se clasifican en tres grupos,
neuropraxia, axonotmesis y neurotmesis (Figura 1.2). La neuropraxia puede
ser causada por una contusién o compresion del nervio y provoca la pérdida
temporal de la funcion nerviosa. La axonotmesis involucra la interrupcion
total de la mielina y e axén, pero en e extremo distal, la lesién causa
denervacion completa. En este caso, dado que € perineuro y endoneuro no
sufren dafios, es muy probable la regeneracion y reinervacion del axoén.
Cuando la lesion produce la desconexion total del nervio, se denomina
neurotmesis; este tipo de dafio solo puede ser tratado con métodos quirdrgicos
[14]. Cuando ocurre esta lesion, € segmento proximal empieza a hincharse,
pero € dafio es minimo comparado con € segmento distal. La degeneracion

Walleriana, donde el citoesqueleto de los axones y la mielina se desintegran,
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es la principal causa de la degeneracién del segmento distal, [13]. Los
macréfagos y las células de Schwann se encargan de remover los desechos
resultantes de la degradacion, como parte del proceso de degeneracion
Walleriana. Otra funcion importante de las células de Schwann es que
empiezan a proliferar y alinearse por si solas para formar las bandas de
Bunger, ademés de secretar |os factores necesarios para la regeneracion axona
[11].

Endoneuro

Figura 1.2 Representacion de las lesiones en |os nervios periféricos

1.1.2 Estrategias para lareparacién de nervios periféricos

La autorregeneracion de los axones es posible cuando las lesiones son de unos
cuantos milimetros (1-2 mm); s el dafio es mayor, la sutura directa es €
método quirdrgico mas utilizado [15]. Este método es recomendable cuando la
lesion es de hasta 3 cm; si es mayor, éste ya no es recomendable debido a que
la tension gercida en el nervio podria inhibir la regeneracion nerviosa. En

lesiones mayores, los autoinjertos (nervios del mismo paciente) o aoinjertos
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(nervios de un donador) son las aternativas empleadas con mayor frecuencia.
El procedimiento con autoinjertos, considerado el “estandar de oro”, consiste
en extraer tgjido sano de otra parte del cuerpo, y utilizarlo para unir los
segmentos dafiados. Sin embargo, en este procedimiento se requieren dos
intervenciones quirdrgicas, una para la extraccion del nervio sano y otra para
la reparacion del nervio dafiado [10]. En la terapia con aoinjertos € tejido
sano se obtiene de otra persona (alogénico) o de otra especie (xenogénico). A
pesar de los beneficios conseguidos con este procedimiento, las principales
desventgjas del uso de aloinjertos estan relacionadas con la respuesta inmune
no deseada, rechazo del implante, transmision de enfermedades y falta de
donadores [16].

Aungue € autoinjerto es la terapia estandar en €l tratamiento de lesiones en
nervios periféricos, la manipulacion del nervio dafiado no siempre va a
garantizar la recuperacion de las funciones perdidas. Por esta razdn, se han
desarrollado implantes sintéticos a base de biomateriales, donde el objetivo es
lareconexion de los segmentos distales. [12].

Las desventgas en e uso de los trasplantes mencionados anteriormente,
dieron paso a desarrollo de conductos tubulares, es decir, estructuras
artificiales disefiadas para guiar la regeneracion de axones. La Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) de los Estados
Unidos ha aprobado € uso de algunos conductos guia que demostraron poseer
caracteristicas que estimulan el proceso de regeneracion.

Los dispositivos Salubridge™ y Salutunnel™ son conductos guia hechos a
partir de un hidrogel de polialcohol vinilico. Estos andamios permiten
mantener una proporcion de agua similar a tgido humano, aunque su
naturaleza no reabsorbible puede inducir tension y compresion en e nervio

regenerado. Entre los dispositivos de origen natural, especificamente de
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coldgeno tipo I, se pueden mencionar: NeuraGen™, Neuroflex™,
NeuroMatrix™, NeuraWrap™ y NeuroMend™. Las principales ventajas de
estos dispositivos son su hiocompatibilidad con diferentes tipos de células,
ademés que son reabsorbibles. Sin embargo, las variaciones de un lote a otro
pueden generar diferencias en las propiedades del material y comprometer su
desempefio in vivo. Algunos dispositivos de origen sintético también gozan de
la aprobacion de la FDA. El Neurotube® y el Neurolac® elaborados a base de
poliacido glicdlico y poli(L-l&ctico-co-e-caprolactona) respectivamente, han
demostrado tener una eficacia comparable al “estandar de oro” en defectos de
hasta 2 cm. Sin embargo, Neurotube® tiene una ata tasa de degradacion,
mientras que larigidez del Neurolac® puede dificultar la sutura[2].

Aungue estos dispositivos han tenido buenos resultados como guias para la
reparacion nerviosa, aln no es posible prescindir de los autoinjertos,

parti cularmente en defectos largos [13].

1.2 Ingenieria de tgjidos de nervios periféricos

La ingenieria de tegjidos representa un campo multidisciplinario relativamente
nuevo que aplica los principios y métodos de la ingenieriay las ciencias de la
vida, para restaurar, mantener o mejorar la funcién de tejidos y érganos [17].
La estrategia genera involucra la expanson de células en un andamio
temporal tridimensional, con € adecuado suministro de sustancias biol égicas
para formar un “tejido nuevo”. Posteriormente se lleva a cabo la implantacion
del constructo donde éste funcionara como un verdadero reemplazo (Figura
1.3) [18, 19].

Para la ingenieria de tegjidos, un andamio poroso tridimensiona debe cumplir
algunas funciones importantes tales como: proveer la forma adecuada para

facilitar la generacion de un tejido de tamario y volumen Util; debe facilitar la
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transmision de sefiales moleculares y mecanicas a las células y soportar la
adhesion celular para que cumplan sus funciones biolégicas dentro del
andamio y, por ultimo, deben funcionar como matriz extracelular temporal
hasta que la regeneracion o reparacion del dafio se haya completado [12, 20].

Idealmente, los andamios para la ingenieria de tejidos deben cumplir varios
criterios de disefio: 1) € material debe ser biocompatible y biodegradable; no
debe inducir inflamacion ni generar subproductos téxicos; 2) € materia debe
favorecer la adhesion y proliferacion celular, y permitir que las células
mantengan sus funciones celulares; 3) los andamios deben mantener una
arquitectura estructuralmente estable durante el proceso de regeneracion; 4)
los poros en los andamios deben estar interconectados para favorecer la
infiltracion celular y el crecimiento interno del tejido de manera uniforme 'y,
finamente, 5) el material debe ser semipermeable para permitir € intercambio

de oxigeno y nutrientes [2, 18].

Expansion de Aislamiento de
células células

\ L
Siembra de células ;

en un andamio 3D

W -

Incorporacion en
el huésped -

e — '.l-]

Generacion del
injerto

Figura 1.3 Principios béasicos de laingenieria de tejidos
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1.2.1 Biopolimer os utilizados en la fabricacion de andamios para
regeneracion nerviosa

En virtud de que los andamios deben servir tempora mente durante el proceso
de regeneracion tisular, es preferible el uso de polimeros biodegradables, ya
sean naturales o sintéticos, en lugar de los no-biodegradables.

Los polimeros naturales son cominmente utilizados en la fabricacion de
andamios, ya gue son biologicamente similares ala matriz extracelular nativa,
lo cual permite la interaccion de las células con estos materiales. Esta
caracteristica facilita la adhesion, proliferacion, y diferenciacion celular [21].
En este sentido destacan los andamios de colégeno, elaborados en forma de
conductos tubulares, como e Neuragen™, Neuroflex™, NeuroMatrix™,
NeuroWrap™ 'y NeuroMend™, los cuaes se encuentran disponibles
comercialmente para uso clinico en la reparacion de nervios periféricos y son
recomendables para lesiones de hasta 3 cm [2]. En investigaciones recientes,
el coldgeno se ha combinado con pequefias cantidades de otros compuestos,
como los glicosaminoglicanos [22], |os cuales son incorporados para mejorar
las interacciones del andamio (a base de colageno) con las células.

La gelatina, derivada de |la desnaturalizacion del colégeno, es otro de los
polimeros naturales utilizados para fabricar andamios para nervios periféricos.
Por ggemplo, Chen et al. [23] utilizaron un andamio de gelatina para reparar
un defecto en € nervio ciatico de una rata y observaron la regeneracion de
algunas fibras nerviosas.

La quitina es e segundo polisacarido mas abundante en |a naturaleza después
de la cdulosa. Debido a que la quitina es insoluble en la mayoria de los
disolventes organicos y ademas es dificil de procesar, es mas comun utilizar
su derivado (e quitosano) para diferentes aplicaciones [24]. El quitosano, es

un producto derivado del proceso de desacetilacion de la quitina y se ha
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demostrado que es biocompatible con células nerviosas como las células de
Schwann [25, 26].

A pesar de lo anterior, una de las principales desventgjas de los andamios
hechos a base de polimeros naturales es que son solubles en agua. Con €
objetivo de mejorar la estabilidad de estas matrices poliméricas en medio
acuoso, se han utilizado glutaraldehido o genipina como agentes
entrecruzantes para los polimeros antes mencionados [23, 27, 28]. Otra
desventagja comun con el uso de polimeros naturales es la heterogeneidad en
las propiedades mecanicas y tasas de degradacion, debido a la variabilidad
entre lotes. Por otra parte, las propiedades mecanicas son inadecuadas para
algunas aplicaciones donde se requiere que los andamios soporten esfuerzos
por tiempos prolongados [29, 30].

L os polimeros sintéticos ofrecen ciertas ventgjas sobre |os polimeros naturales
para la elaboracion de andamios. Son materiales flexibles y sus caracteristicas
se pueden gjustar para obtener materiales con propiedades mecanicas y de
degradacion especificas para un tejido determinado [1]. Por eemplo, €
poliacido lactico (PLA) es un poliéster biodegradable de fécil procesamiento
obtenido a partir del acido |actico que puede ser empleado en la fabricacion de
andamios, aunque su biocompatibilidad no es del todo ideal; de hecho,
algunos estudios se han centrado en mejorar la biocompatibilidad de este
polimero, afadiendo nanoparticulas 0 mezclandolo con polimeros naturales
[31, 32]. El poliacido glicdlico (PGA) es un poliéster alifético biodegradable,
formado a partir de la polimerizacion del é&cido glicdlico. Neurotube® es un
dispositivo comercial desarrollado a partir de PGA. Ambos polimeros (PLA y
PGA) se degradan por hidrolisis de los enlaces ésteres de la cadena principa y
sus productos de degradacion (&cido lactico y/o glicdlico) son metabolizados
via ciclo de Krebs [33, 34]. Con la copolimerizacién del PLA y PGA, es
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posible obtener el poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), € cual presenta
mejores propiedades que los homopolimeros precursores. Las caracteristicas
de degradacion del PLGA se pueden ajustar controlando la fraccion de écido
l&ctico en laformulacion [35].

Otro polimero sintético usado ampliamente en ingenieria de tegjidos es la
policaprolactona (PCL). La tasa de degradacién de la PCL es més lenta que la
del PLA, PGA y PLGA, por lo que es mas adecuado para soportes que deben
mantener su estructura por varios meses [1, 33]. Esto es importante s se
considera que la regeneracion y maduracion de los axones ocurre a una tasa de
1 mm/dia aproximadamente [36]. La desventgja principal de los polimeros
sintéticos es su pobre biocompatibilidad, que no permite una adecuada
adhesion celular y representa una limitante para la regeneracion del tegjido
dafiado [13].

Dada la importancia de la PCL y e quitosano, en la siguiente seccién se

detallan los aspectos medul ares de estos biopolimeros.

1.2.1.1 Quitosano

El quitosano es un polisacarido que se obtiene a partir de la deacetilacion de la
quitina 'y su naturaleza obedece a porcentaje de grupos amino presentes a lo
largo de la cadena principal o grado de deacetilacion. Por lo tanto, €
quitosano es un copolimero compuesto de unidades acetiladas (N-
acetilglucosamina) y deacetiladas (glucosamina) unidas por enlaces
glicosidicos 3(1-4). La estructura de este polimero se muestra en la Figura 1.4.
Generdmente, e material es considerado quitosano cuando es posible
disolverlo en disoluciones &cidas diluidas, 1o cual ocurre arriba del 60% de
deacetilacion [24, 37]. Debido a su origen animal (crustéceos), las propiedades
del quitosano son variables, lo que provoca inconsistencias en sus
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caracteristicas fisicoquimicas [38]. La presencia de grupos amino en la
estructura del quitosano, le proporciona caracteristicas Utiles en € campo de
los biomateriales. Se ha demostrado la capacidad del quitosano para soportar
la adhesion y crecimiento de células de tgido nervioso, osteoblastos,
keratinocitosy fibroblastos [26, 39].

o] 0]
NH, NH
O%

CHs;

Figura 1.4 Estructuradel quitosano

1.2.1.2 Policaprolactona

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico semicristalino formado a
partir de la polimerizacién por apertura de anillo de la e-caprolactona (Figura
1.5). Este polimero se degrada en acido caproico y puede permanecer in vivo
hasta por dos afios [33, 40]. En algunas investigaciones se ha modificado €l
tiempo de degradacion de la PCL con la adicion de polimeros naturales [41,
42]. Otros polimeros sintéticos biodegradables como € PLA y e PLGA
también han sido utilizados para este mismo fin (para reducir el tiempo de
degradacién) [43, 44]. La biocompatibilidad de la PCL con células de tgjido

nervioso periférico ha sido ampliamente reportada [45-49].

Q
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Figural.5 Estructurade la PCL
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1.2.2 Mezclas para la fabricacion de andamios

La PCL es uno de los polimeros sintéticos mas utilizados como biomaterial
para aplicaciones en tejido 0seo, cartilago, piel y regeneracion nerviosa, ya
gue posee buenas propiedades mecanicas y, ademas, esta aprobado por la
FDA como material para uso biomédico [50]. Sin embargo, su naturaleza
hidrofoba limita funciones celulares como la adhesién, migracion,
proliferacion y diferenciacion [51]. Para mejorar su desempefio en la
reparacion de nervios periféricos, esta caracteristica (su caracter hidréfobo)
puede ser modificada con la adicion de polimeros natural es, obteniendo mayor
proliferacion de células nerviosas en andamios hechos a base solo de PCL [48,
52].

Algunos andamios elaborados a base de polimeros naturales, poseen
propiedades mecéanicas deficientes para su uso potencial como andamios en la
regeneracion de nervio periférico [29, 30]. El método maés utilizado para
mejorar las propiedades mecanicas involucra la combinacion de un polimero
natura con uno sintético. El desarrollo de materiales hibridos permite
aprovechar las propiedades de dos o mas polimeros y regular las
caracteristicas del andamio final [21]. Zhong et al. lograron incrementar el
modulo elastico a compresion de hidrogeles de quitosano, utilizando hasta
50% p/p de PCL como materia de refuerzo [53]. Ka et al. utilizaron
nanofibras electrohiladas de gelatina/lPCL para aumentar € moédulo de
compresion de hidrogeles de gelatina [54]. Sarasam et al. determinaron que la
composicion 50:50 de quitosano/PCL presentd meores propiedades
mecanicas y de adhesion celular comparadas con las exhibidas por los
polimeros individuales [55]. La mezcla de PGA/gelatina es otro sistema, en
donde €l objetivo fue regular la resistenciay el médulo elastico a tensiéon del

16



andamio final [56]. En algunos casos, los andamios son entrecruzados con
glutaral dehido, manteniendo su biocompatibilidad [57, 58].

Algunas investigaciones tienen especia interés en mezclas de polimeros
naturales, por e€emplo, colégeno/quitosano. El primero se encuentra
naturalmente en € cuerpo humano y el segundo posee una estructura similar a
los glicosaminoglicanos. Ambos son componentes de la matriz extracelular.
De acuerdo a Chen et al., se puede obtener una mezcla miscible a partir de
colageno y quitosano, y de esta forma fabricar andamios con caracteristicas
muy similares alamatriz extracelular [59]. La gelatina también se ha utilizado
para fabricar andamios, aunque su principal limitacion es su solubilidad en
medio acuoso. Chiono et al. [60] agregaron quitosano para mejorar la
estabilidad de la gelatina, y ademas para obtener andamios de origen natural,
compl etamente biodegradables y biocompatibles.

En resumen, la preparacion de mezclas poliméricas es una de las formas que
han sido exploradas en la obtencion de andamios con propiedades especificas,
para aplicaciones en tejido 0seo [61], liberacion de farmacos [62], hidrogeles

[53] y reparacion de nervios periféricos [52].

1.3 Disefio y elabor acion de andamios tridimensionales

Para tener una funcionalidad adecuada, un andamio debe poseer parametros
estructural es 6ptimos, que permitan lainfiltracion y la migracién celular en €
andamio. Ademas, este materia no debe interferir con actividades celulares
como la adhesion sobre el sustrato, extension, proliferacion y orientacion, las
cual es son necesarias paralaformacién del nuevo tejido [63].

Hay varias caracteristicas fundamentales que los andamios deben poseer para
la reparacion de nervios periféricos: 1) facilidad para formar un conducto con

seccion transversal uniforme, 2) deben ser fabricados con materiaes
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biocompatibles y preferentemente biodegradables, 3) su estructura debe ser
estable para evitar colapsos, 4) deben ser féciles de implantar usando técnicas
microquirargicas y, finalmente 5) deben mantener sus propiedades mecanicas,
bioldgicas y quimicas después de la esterilizacion [6].

Existen diversos métodos para fabricar andamios porosos y obtener
configuraciones especificas. La técnica mas simple es hacer peliculas por
evaporacion del disolvente y lixiviacion usando particulas organicas o saes,
las cuales son removidas posteriormente para obtener una estructura con poros
interconectados. Usando esta técnica, Wan et al. [64] obtuvieron andamios de
guitosano/PCL con 70% de porosidad y una estructura interconectada. Aunque
las peliculas obtenidas fueron muy delgadas, se pueden unir varias peliculas
para obtener andamios de mayor espesor [65].

También se han fabricado andamios en forma de conductos tubulares, por €
método de extrusion. El polimero fundido se hace pasar a través de una
boquilla que define la geometria 'y dimensiones finales del andamio. Aunque
con esta técnica se obtienen tubos de pared densa [66], se ha combinado con
lixiviacion de particulas para generar poros en las paredes del conducto [67,
68]. Otro método para obtener andamios tubulares consiste en inyectar
soluciones poliméricas en un molde con la forma y dimensiones requeridas
para € andamio. Con este método se pueden elaborar andamios tubulares
sencillos [69, 70] o multicanal [71].

Otro pardmetro muy importante en la fabricacion de andamios es la porosidad,
ya que los espacios vacios contribuyen positivamente tanto en la infiltracion
celular, como en la formacion de la matriz extracelular [72]. Algunos
polimeros son procesados en forma de hidrogeles, estructuras altamente
porosas que tienen la capacidad de retener agua. Normalmente se fabrican a

partir de polisacaridos como quitosano [53, 73] o aginato [74]. En la
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reparacion de nervios periféricos, los hidrogeles se han utilizado como relleno
de conductos tubulares [ 75, 76].

El electrohilado es una técnica con la cual es posible la formacion de
estructuras fibrilares por medio de campos eléctricos. Esta técnica es popular
en ingenieria de tegjidos dado que las fibras obtenidas mediante esta técnica
mimetizan las propiedades a escala nanométrica de la matriz extracelular
nativa [77]. En € tgido nativo, las proteinas de la matriz extracelular (50-150
nm) son de 1 a 2 6rdenes de magnitud méas pequefias que las células, esto
permite que la célula esté en contacto con varias fibras ala vez [30]. Con esta
técnica es posible producir andamios con una arquitectura bien definida,
incluyendo tamafio de poro controlado, didmetro de fibra y topografia [78].
Basicamente, un sistema de electrohilado consiste de tres componentes
principales: una fuente de ato voltaje, un spinneret o capilar que normal mente
es una aguja de didmetro conocido y un plato colector. Se utiliza una fuente de
alto voltge para suministrar una carga de cierta polaridad a una solucion
polimérica, la cual es acelerada hacia un colector de polaridad opuesta[79].
Durante el proceso, la solucion polimérica se carga en la jeringa unida a una
aguja metélica. Se aplica un voltgje suficientemente alto que supere latension
superficial de la gota situada en la punta de la aguja y asi formar lo que se
conoce como cono de Taylor, € cua se prolonga para formar un flujo
continuo. El fluido llega a colector debido a la diferencia de potencia
eléctrico entre la solucion polimérica que fluye a través de la aguja, y €
colector. El movimiento aleatorio del chorro que tiene lugar antes de llegar a
la placa, permite la evaporacion del disolvente, para finamente obtener una
malla compuesta de fibras [80].

Teniendo en cuenta estos aspectos, se han desarrollado andamios con

diferentes caracteristicas. Chew et al. observaron que la topografia del
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andamio influye considerablemente en la morfologia celular. Las células de
Schwann cultivadas sobre peliculas de PCL adoptaron una orientacion
aleatoria, y extendieron su citoesqueleto sobre la superficie lisa del andamio.
En cambio, cuando las células estuvieron en contacto con andamios
electrohilados, éstas respondieron a las sefiales topogréficas (morfologia
fibrilar alineada), extendiendo su citoesqueleto alo largo de lasfibras [81].

Por otro lado, la alineacion de las fibras no solo contribuye a una mejorade la
resistencia mecanica a tensiéon en la direccion paralela a la orientacion de las
fibras, sino que también ocasiona que las células extiendan su citoesguel eto en
unasoladireccion [22, 82].

L os andamios obtenidos por electrohilado poseen un alto grado de porosidad y
una gran area superficial disponible, no solo paralaadhesion celular, sino para
la inmovilizacion de proteinas. Los andamios electrohilados de quitosano
demostraron ser un buen soporte para la adhesion de células de Schwann y
axones en proceso de regeneracion. Este efecto se megordé con la
inmovilizacién de un péptido derivado de lalaminina-1 en la superficie de las
fibras [25]. Las dimensiones de las fibras también favorecen los procesos
celulares. Por ggemplo, Yang et al. reportaron mayor tasa de diferenciacion de
células madre neuraes adheridas sobre nanofibras, comparadas con aguellas
gue fueron sembradas en soportes con fibras de orden micro [83].

Las mezclas poliméricas, a partir de materiales naturales y sintéticos, son la
base de muchos andamios el ectrohilados. La estrategia comin es que las fibras
estén compuestas en su mayoria de un polimero sintético que proporcione la
resistencia mecanica del andamio, mientras que el polimero natural contribuya
a modificar propiedades superficiales como el caracter hidréfilo, € cua ha
sido asociado con diferentes procesos celulares como adhesion, migracion,

proliferacion y regeneracion axona. Ademds, la estructura fibrilar
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tridimensional aumenta el &rea superficia y la porosidad, necesarios para la

adhesion celular e intercambio de nutrientes[9, 48, 52].

1.4 Antecedentes

La PCL es un poliéster alifético, biodegradable y biocompatible que posee
buenas propiedades mecanicas. Sin embargo, su caracteristica hidrofoba, su
lenta tasa de degradacion y la fata de sitios de reconocimiento celular limita
su uso como biomaterial. Por otro lado, € quitosano es un polimero natural
que, gracias a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad vy
propiedades antimicrobianas ha sido ampliamente estudiado para aplicaciones
en el area biomédica. Sus principales desventagjas estan relacionadas con su
baja estabilidad mecanica[9, 84, 85].

La mezcla de quitosano con PCL es una alternativa para aprovechar las
caracteristicas bioldgicas, mecanicas y de degradacion de los polimeros
individuales. Prabhakaran et al. [9] reportaron la obtencion de andamios
electrohilados compuestos de quitosano y PCL. La tasa de proliferacion de
células de Schwann fue més ata en los andamios de quitosano/PCL que en los
andamios de PCL. El incremento en la tasa de proliferacion estd asociado ala
modificacion del carécter hidréfobo, asi como a la presencia de grupos amino
en € quitosano. Cooper et al. estudiaron la conducta de adhesion y
proliferacion de células de Schwann (derivadas de un schwannoma de rata) y
células PC-12 (derivadas de un feocromocitoma de rata) sobre nanofibras
electrohiladas orientadas y no orientadas fabricadas a base de quitosano/PCL
25.75 p/p. Aunque la orientacion de las fibras no tuvo influencia en la
proliferacion celular, si modifico las caracteristicas de adhesion. Las células
de Schwann exhibieron una morfologia bipolar y alargada en andamios con

fibras alineadas, mientras que, la morfologia fue extendida en fibras orientadas
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al azar. Bhattarai et al. [47] cultivaron células de Schwann sobre nanofibras de
PCL, nanofibras de quitosano/PCL vy peliculas de quitosano/PCL. Las células
cultivadas sobre las nanofibras de quitosano/PCL mostraron una morfologia
extendida, mientras que, en las nanofibras de PCL y la pelicula de
quitosano/PCL mantuvieron una morfologia esférica, o cual indica una pobre
adhesion al sustrato. Junka et al. [49] funcionalizaron andamios electrohilados
de quitosano/PCL con laminina para incrementar la proliferacion de células de
Schwann sobre estos materiales.

Estos estudios demuestran que los andamios hechos a base de mezclas de
quitosano/PCL poseen caracteristicas Unicas que pueden ser aprovechadas en
terapias de regeneracion nerviosa. Sin embargo, los reportes mencionados
anteriormente trabajan una sola composicion de la mezcla polimérica. Esta
informacion, aunque es valiosa, no es suficiente para establecer €l efecto de la
composicion de los andamios sobre sus propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas.

En este trabajo se desarrollaron andamios a base de quitosano y PCL, variando
la concentracion de los polimeros. El objetivo fue estudiar e efecto de la
composicion sobre las propiedades fisicoquimicas y de biocompatibilidad de
los andamios obtenidos. Los andamios fueron elaborados por la técnica de

electrohilado, para obtener una estructura porosa.
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Justificacion

Se estima que cada afo las lesiones en nervios periféricos representan e 2.8%
de los pacientes que experimental algun traumatismo, |lo que muchas veces
deriva en la discapacidad del afectado. En los Estados Unidos 360,000
personas sufren de pardisis en aguna de sus extremidades superiores,
mientras que en Europa, anualmente se registran 300,000 casos de lesiones en
nervios periféricos [1, 2]. Aunque la regeneracion natural de los nervios
periféricos es posible en lesiones pequefias, en la mayoria de los casos es
necesario remplazar € tejido dafiado. Debido a que la disponibilidad de
donadores es limitada, se requieren otras alternativas como el uso de andamios

gue contribuyan alareconstruccion del tgjido nervioso.

Hipotesis

La incorporacion de pequefias cantidades de quitosano en los andamios
porosos hechos a base de policaprolactona, modificard las propiedades
fisicoquimicas, mecanicas y de biocompatibilidad con las células de Schwann,
en los andamios generados. La concentracion optima de quitosano permitira
tener el méas alto grado de biocompatibilidad.
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Objetivos

Generd
Estudiar la relacion estructura-propiedades en andamios hechos a base de

quitosano y policaprolactona, obtenidos mediante la técnica de electrohilado,

Especificos

e Optimizar las variables del proceso de electrohilado (flujo, voltaiey la
distanciadd colector) parala obtencion de andamios.

o Caracterizar fisicoquimicamente los andamios obtenidos, mediante
microscopia electronica de barrido, espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier, andlisis termogravimétrico, calorimetria
diferencia de barrido y angulo de contacto.

e Estudiar la biocompatibilidad de los andamios utilizando fibroblastos y

células de Schwann.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Materiales

La policaprolactona (PCL, Mn: 70,000-90,000) y e quitosano de bajo peso
molecular (Mv=54,900 g/mol, determinado por viscosimetria, y 78% grado de
deacetilacion determinado por *H RMN) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.
Los disolventes 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP, 99% de pureza),
diclorometano (DCM, 99.5% de pureza) y acido trifluoroacético (TFA, 99%
de pureza) se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El glutaraldehido (GA, solucién al
25%) también fue adquirido de Sigma-Aldrich.

2.2 Preparacion de los andamios el ectrohilados

Para obtener fibras de la mezcla quitosano/PCL se prepararon soluciones
individual es de estos polimeros. El quitosano (4 p/v) se disolvio en TFA/DCM
(70:30 v/v) y se dejo agitar por 4 h a 50 °C en una placa de agitacion y
calentamiento, mientras que la PCL (12 p/v) se disolvio en HFIP y se mantuvo
en agitacion durante 2.5 h. Posteriormente ambas soluciones se mezclaron
para obtener soluciones con 0, 5, 10, 25 y 100% p/p de quitosano,
identificadas como PCL, 5%Q, 10%Q, 25%Q y Q respectivamente (Tabla2.1)

Las soluciones poliméricas se colocaron en una jeringa estandar de 10 ml
unida a una aguja de 0.6 mm de didmetro interno (20G). Se aplico un voltae
de 25 kV y se mantuvo una tasa de alimentacion de 0.5 ml/h. Las fibras se
colectaron sobre una placa metdlica plana, forrada con papel auminio,
colocada a 15 cm de la punta de la aguja (Figura 2.1). La humedad relativa de
la camara de el ectrohilado se mantuvo entre 35-50% usando gel de silice.
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Tabla 2.1 Composicién porcentua en peso e identificacion de los andamios

electrohilados
Andamios | Contenido de PCL | Contenido de quitosano | Identificacion
(%) (%)
1 100 0 PCL
2 95 5 5%Q
3 90 10 10%Q
4 75 25 25%Q
5 0 100 Q
[N -
Flujo ‘ —
0.5 ml/h Distancia ()
15cm
Voltaje
25 kV

Figura2.1 Diagrama del sistema de electrohilado

Durante experimentos previos, se ensayaron diferentes niveles de tasa de
alimentacién, voltage y distancia aguja-colector. Las condiciones que
permitieron obtener andamios con fibras de diametro homogéneo y libres de
defectos fueron seleccionadas paralos experimentos posteriores.

Las nanofibras de Q fueron inestables en agua, debido a los residuos &cidos
utilizados para hacer las soluciones, por lo que los andamios fueron tratados
con glutaraldehido (GA) para mejorar su estabilidad en los medios acuosos
utilizados durante |a caracterizacion biologica. Para esto, los andamios de Q se
colocaron en un recipiente cerrado junto con 0.5 ml de GA al 25% que se degjé

evaporar a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente € materia se
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lavd repetidas veces con agua destilada y se dgé secar a temperatura
ambiente. El Q tratado con glutaraldehido (Q-GA) se utilizé en los cultivos

celulares.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica de los andamios electr ohilados

2.3.1 Microscopia electrdnica de barrido

La morfologia de los andamios se analizd por microscopia electronica de
barrido (SEM), con un equipo marca JEOL, modelo JSM 6360LV. Antes del
andisis, los andamios se colocaron en un soporte de aluminio y se recubrieron
con oro. Se obtuvieron cinco imégenes de cada andamio, mismas que fueron
analizadas con € pagquete informético Image Pro Plus para medir € didmetro
de las fibras. La composicion elemental de los andamios se estudio por medio
de microandlisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX)
usando un sistema Oxford Inca Energy 2000 acoplado a SEM. Se analizaron
tres puntos seleccionados a azar.

2.3.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Los andamios electrohilados se analizaron por espectroscopia de infrarrojo
con transformada de Fourier (FTIR) con un equipo Thermo Scientific Nicolet
8700. El estudio se hizo por e método de reflectancia total atenuada (ATR)
usando un cristal de germanio. Se hicieron 100 barridos en un intervalo de

niimero de onda de 4000 cm™ a 650 cm™* con una resolucion de 4 cm-*.
2.3.3 Angulo de contacto
Para conocer las caracteristicas hidréfilas de los andamios, se depositd una

gota de agua con una jeringa comun de 0.3 ml. El dngulo formado entre la
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gota y la superficie se midié con un analizador Tantec modelo CAM-PLUS

MICRO X6. El experimento se repitié al menos 5 veces para cada andamio.

2.3.4 Absor cion de humedad

Cinco especimenes de cada tipo de andamio se secaron a presion reducida
durante dos dias. Posteriormente, todos los especimenes se almacenaron bajo
51% o 97% de humedad relativa (H. R.) usando sulfato de sodio
decahidratado o nitrato de magnesio hexahidratado, respectivamente. Se tomé
la masa de las muestras hasta que se alcanzo € equilibrio. ElI porcentaje de
absorcion de humedad (AH) esta dado por:

A _ mt - mo e
(t) = m— * 100 (Ecuacion 1)
a

Donde my es la masa de la muestra antes de la exposicion alahumedad y m es
la masa de la muestra después de t h. Se reportd €l promedio y la desviacion
estandar de cinco muestras por cada andamio.

L os datos obtenidos de absorcion de humedad a 97% H. R. fueron evaluados
de acuerdo alaley de Fick. Esta ley relaciona e porcentgje de absorcion de
humedad con respecto al tiempo, de acuerdo ala siguiente ecuacion:

N AR il (Ecuacion 2)

Donde M(t) y Moo representan la absorcion de agua en el tiempo t y en el

equilibrio, respectivamente; L es € espesor del espécimen y D es €
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coeficiente de difusion. Esta ecuacion es valida Unicamente a tiempos cortos o
cuando M (t)/Moo<0.6.

2.3.5 Calorimetria diferencial debarrido

Las propiedades térmicas se estudiaron por medio de calorimetria diferencia
de barrido utilizando un equipo DSC-7 Perkin Elmer, en atmodsfera de
nitrogeno. Aproximadamente 3 mg de muestra se colocaron en charolas de
aluminio semiherméticas y se calentaron de -100 °C a 100 °C a una tasa de
calentamiento de 10 °C/min.

La temperatura de transicion vitrea (Tg), la temperatura de fusion (Ty,) y la
entalpia de fusion (AH,,,) fueron determinadas tanto, en la primera como en la
segunda corrida. Por su parte, la temperatura de cristaizacion (To) y la
entalpia de cristalizacion (AH.) fueron obtenidas en la corrida de enfriamiento
(entre ambos calentamientos). El grado de cristalinidad (X, relativo ala PCL)
de los andamios se determiné de acuerdo ala siguiente relacion:

AH
Xp = UL (Ecuacion 3)
wp *AH,,

Donde AH,, es la entalpia de fusion de la PCL obtenida experimental mente,
WpcL €slafraccion de PCL en el andamio y AH,,,° esla entapiade la PCL con
100% de cristalinidad tomada como 139.5 J/g [66].
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2.3.6 Andlisistermogravimétrico
El andlisis termogravimétrico se realizé en un equipo Perkin Elmer TGA 7, en
atmosfera de nitrégeno. Las muestras se analizaron de 50 °C a 600 °C con una

tasa de calentamiento de 10 °C/min.

2.3.7 Cromatografia de permeacion en gel

Los pesos moleculares de los andamios electrohilados se determinaron por
cromatografia de exclusion de tamafio (SEC) en un equipo HP Agilent 1100
usando dos columnas acopladas Zorbax 60S y 1000S. Los andlisis se
realizaron con dimetilformamida (DMF) como disolvente, con un flujo de
Iml/min a 50 °C. Las columnas se caibraron con estdndares de poliestireno
monodisperso de 530 Da a 426,600 Da.

2.4 Caracterizacion biolégica de los andamios

2.4.1 Esterilizacion de los andamios

Se cortaron andamios de 8 mm de diametro, para gjustarlos ala forma circular
de una placa de cultivo de 48 pozos. Antes de llevar a cabo las pruebas
biol6gicas, todos |os material es se esterilizaron con soluciones de etanol (70%,
50% y 30%) y agua ultrapura en condiciones estériles. Se utilizaron anillos de
PCL para mantener los andamios en el fondo del pozo. Antes de lasiembrade

células, los materiales se incubaron con medio de cultivo toda la noche.

2.4.2 Ensayo de citotoxicidad usando fibroblastos

El ensayo de citotoxicidad fue realizado por contacto directo e indirecto, de
acuerdo ala norma internacional 1SO 10993-5 [86]. Los fibroblastos de raton
(L929, ATCC) en su octavo pase, fueron primero cultivadas como una
monocapa en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Life
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technologies), 10% de suero fetal bovino (FBS, Life technologies) y 1% de
solucién antibidtica y antimicética de penicilina/estreptomicina (P/S, Sigma
aldrich). Las células se incubaron a 37 °C en atmosfera himeda con 5% de
CO, en frascos de cultivo de 75 cm?. Cuando se alcanzé 80% de confluencia,
las células se despegaron por digestion enziméaticay se midio la densidad con

el contador automéatico, asi como con la camara de Neubauer.

Contacto indirecto

El ensayo MTT es e método para cuantificar la viabilidad de las células con
base en la reduccion de la sal amarilla de tetrazolio a cristales purpura de
formazan que lleva a cabo la enzima deshidrogenasa secretada por la
mitocondria de las células metabolicamente activas. La cantidad de cristales
de formazan purpura relaciona el nimero de células viables de manera linead
[26].

Se sembraron células L929 en placas de 96 pozos a una densidad de 1x10*
células por pozo, mientras que los andamios se incubaron con medio de
cultivo de fibroblastos considerando la relacion superficie/volumen de 6
mm*ml [87] . Después de 24 h, e medio de cultivo de las cdulas fue
remplazado con los extractos obtenidos de los andamios. El ensayo de
citotoxicidad se realizé6 empleando €l reactivo comercial bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio (MTT, Roche, 14650007) a 24, 48 y
72 h. Durante el procedimiento, el medio de cultivo se reemplazd con 100 pl
de una solucién de MTT (MTT en DMEM sin rojo fenol 1:9) y se incubo por
2.5 h. Finamente, la solucion de MTT se remplaz6 con 100 ul de 2-propanol
y se midié la absorbancia a 550 nm con el espectrofotdmetro de placas (Victor
3, Perkin Elmer). Se reportd € promedio de tres mediciones por cada dia de
ensayo. Se utilizaron cubreobjetos de vidrio y una pelicula de l&ex como
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control positivo y negativo respectivamente. De acuerdo a estdndar 1SO, si la

viabilidad de las células es mas de 70%, el material se considera no citotdxico.

Contacto directo

Se estudié la actividad metabdlica después de 1, 3 y 6 dias de cultivo,
utilizando el reactivo comercial (3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[ 3-carboximetoxi-
fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) (MTS). EI compuesto tetrazolio del MTS
puede ser metabolizado por la mitocondria de las células vivas en cristales de
formazan que tienen la caracteristica de ser solubles en € medio de cultivo
[88].

Se sembraron células L929 directamente sobre los andamios a una densidad
de 5x10* células. Después de 1, 3y 6 dias, se extrajo el medio de cultivo y los
andamios se lavaron con bufer de fosfato salino (PBS). Las muestras fueron
incubadas con 400 ml de solucién de MTS (MTS en DMEM sin rojo fenol
1:5) por 3 h a 37 °C. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 100 ul que
fueron transferidas a una placa de 96 pozos y se midi6 la absorbancia a 490

nm con el espectrofotometro de placas (Victor 3, Perkin Elmer).

2.4.3 Ensayo de viabilidad celular usando células de Schwann

Las células de Schwann de rata (SC, Innoprot, P10301) fueron cultivadas en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), 5% de suero fetal bovino
(FBS), 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) y 1% de suplemento de
crecimiento de SC. Las células se incubaron en frascos de cultivo de 75 cm®a
37°Cy 5% de CO,, remplazando el medio de cultivo cada dos dias. Cuando se
alcanz6 80% de confluencia, las células se despegaron por digestion
enzimatica con tripsinaa 1%y se midi6 la cantidad de células con €l contador

automatico, asi como con la camara de Neubauer.
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Laviabilidad de las células adheridas se determiné después de 1, 3y 5 dias de
cultivo. Se extrajo e medio de cultivo de los pozos, y |os andamios se lavaron
con PBS. Posteriormente las muestras fueron incubadas con 400 ul de
solucion de MTS (MTS en DMEM sin rojo fenol 1.5) por 3 h a 37 °C.
Después, la solucién de cada pozo se transfirié a una placa de 96 pozos (100
ul/pozo) y se midié la absorbancia a 490 nm. Se analizaron cuatro muestras

por cada andamio.

2.4.4 Tratamiento con poli-D-lisina

Antes de los cultivos, 1os andamios electrohilados se esterilizaron de acuerdo
al procedimiento descrito en la seccion 2.5.1. Una hora antes de la siembra,
algunos materiales fueron tratados con poli-D-lisna (PDL) (P6407, Sigma
Aldrich) a 0.1%, atemperatura ambiente. Después de 5 dias seretird el medio
de cultivo y las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) por 20 min a
temperatura ambiente. Posteriormente |os nuicleos celulares se tifieron con 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (1/5000) durante 10 min y se observaron en €
microscopio de fluorescencia. El contgje de nucleos se hizo a partir de 5

Imagenes.

2.4.5 Morfologia celular

Estudio inmunocitoquimico

El estudio inmunocitoquimico se realizd después de 5 dias de cultivo. Las

células adheridas a los andamios se fijaron con PFA por 20 min.

Posteriormente las muestras fueron lavadas dos veces con bufer de fosfato

(PB) y una solucion permeabilizante (0.1% v/v Tritdén X-100 en 10% de suero

fetal bovino) por 2 h. Después, las muestras se incubaron con €l anticuerpo

primario p75 toda la noche (1:100, AB8874, Abcam). Este anticuerpo
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reconoce €l factor de crecimiento nervioso, el cual esta presente en las células
de Schwann. Seguidamente, se incubaron con € anticuerpo secundario Alexa
flhor 488 anti-congjo (1/200, Life technologies, A-11008) y faoidina FITC
555 (1/200) durante 2 h. Finalmente los nucleos celulares se marcaron con
DAPI (1/5000) y se observaron en el microscopio de fluorescencia Zeiss
Confocal Microscope LSM 780.

M orfologia celular

La morfologia celular se analizO por microscopia electrénica de barrido
(SEM) usando un microscopio electronico Hitachi S-4800. Las células se
fijaron con una solucién de GA a 3.5% durante una horay posteriormente con
tetradxido de osmio a 2% por 2 h. Después de varios lavados con agua
destilada y soluciones de etanol, las muestras se enjuagaron con soluciones de
hexametildisilazano (1:2, 1.1 y 1.0 hexametildisilazano:etanol) y se dgjaron
secar a temperatura ambiente. Las muestras se recubrieron con oro antes del
andlisisde SEM.
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Capitulo 3. Resultadosy discusion

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de los andamios electr ohilados

3.1.1 Microscopia electrdnica de barrido

Las imagenes de SEM, asi como la distribucion de didmetros de los andamios
electrohilados se muestran en la Figura 3.1. Como se puede apreciar, se
obtuvieron fibras orientadas aleatoriamente en todos los casos: quitosano (Q),
policaprolactona (PCL) y mezclas de Q/PCL, con tres composiciones
diferentes. Debe sefidarse que tanto las condiciones del electrohilado como
los disolventes utilizados, fueron elegidos de tal manera que se obtuvieran
andamios el ectrohilados con fibras homogéneas y sin perlas (beads).

Los andamios de PCL presentaron fibras con diametros de alrededor de
240+40 nm; mientras que en los andamios de Q las fibras obtenidas fueron
mas delgadas, con un didmetro promedio de 110+30 nm (ver Tabla 3.1). Al
igual gue se ha observado en otros estudios [61, 89], las mezclas de Q/PCL
produjeron fibras con didmetros intermedios, y con tendencia a disminuir con
el aumento en la cantidad de Q. Esta disminucién en € diametro esta
relacionada con la naturaleza policationica del Q, ya que la adicion de este
polimero incrementa la conductividad y a su vez genera mayor densidad de
cargaen € flujo, lo cua produce mayor estiramiento en las fibras [61, 89]. En
el caso de la PCL, tanto la conductividad como |la densidad de carga son
menores, por 1o que ocurre € efecto contrario [90]. El diametro de las fibras
también esta influenciado por la concentracion de las soluciones iniciales. Es
decir, la solucion de PCL estd mas concentrada que la solucién del Q, pues
experimentalmente no es viable obtener fibras sblo de PCL y sélo de Q
utilizando la misma concentracion. El andlisis estadistico confirmo que existe
diferencia significativa entre el didmetro promedio de las fibras de PCL y de

sus mezclas.
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Figura 3.1 Imagenes de SEM vy distribucion de diametros de fibras de
andamios electrohilados, (a) PCL, (b) 5%Q, (c) 10%Q, (d) 25%QY (e) Q
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Tabla 3.1 Diametro promedio de las nanofibras el ectrohiladas en 1os andamios

preparados en este trabajo (ANOV A, de una solavia; * p<0.05 en comparacion

con PCL).
Andamio PCL 5%Q 10%Q 25%Q Q
D (nm) 240+ 40 | 140+ 30* | 150+ 20* | 120+ 20* | 110+ 30*

Tabla 3.2 Porcentgje atbmico de carbono, oxigeno, nitrégeno y fluor
determinadas por EDX.

Andamio C @) N F
(%) (%) (%) (%)

PCL 71.8+0.1 274+0.1 - 0.8 £0.2
5%0Q 80.5+0.8 99 £10 | 87 +03 | 08 =01
10%Q 77.2+3.6 120+25 | 94 +14 | 1.2 +0.1
25%Q 754+7.8 109+39 | 108+36 | 25 +0.2
Q 425+04 290+0.2 | 102+05 | 181+0.2
Q-GA 60.6+2.2 180+13 | 210+12 | 0.7+0.1

También se realizé un andlisis de la composicion elemental superficial de los
materiales, mediante Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos-X
(EDX) vy los resultados se muestran en la Tabla 3.2. Como se esperaba, €
carbono y € oxigeno fueron los principales elementos detectados en los
andamios, aunque también se encontrd nitrégeno en las muestras que tenian
quitosano. Ademas, se detectd la presencia de flUor, proveniente de los
residuos de los disolventes 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol y acido
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trifluoroacético (TFA), utilizados durante € electrohilado. La mayor
concentracion de flaor (18.1%) se detecté en € andamio de Q, lo cual puede
estar relacionado con la formacion de sales de amina a partir de la interaccion
entre el &cido trifluoroacético y los grupos amino del Q [91]. A pesar de lo
anterior, el porcentgje de fltor se redujo fuertemente, a solo el 0.65%, después
de que los andamios fueron entrecruzados con glutaraldehido (como se
recordarg, este procedimiento fue llevado a cabo para poder redizar la
caracterizacion biolégica de los andamios de Q, ya que éstos resultaron ser

solubles en agua).

3.1.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Los espectros de FTIR de los andamios electrohilados de quitosano (Q),
policaprolactona (PCL) y Q/PCL se muestran en la Figura 3.2. En €& espectro
de la PCL, se observa la banda de absorcion correspondiente a estiramiento
del enlace C=0 del grupo éster en 1724 cm™. Las bandas en 2946 cm™ y 2866
cm™ corresponden a estiramiento asimétrico y simétrico de los grupos
metileno (CH,). La sefial en 1240 cm™ pertenecen a estiramiento C-O y, la
sefial en 1186 cm™ corresponden a los estiramientos asimétricos y simétricos
del enlace C-O-C [46, 52, 66].

El espectro del Q muestra una banda muy amplia en 3405 cm™ asociada &
estiramiento de los enlaces N-H y O-H, ademas de los picos en 2931 y 2895
cm™ correspondientes al estiramiento del enlace C-H de los grupos metileno.
Las sefiales debidas a la estructura tipo sacérido aparecen en 1201 cm™, 1137
cm™ y 1090 cm™*. La banda que aparece en 1670 cm™* pertenece a grupo C=0
delaamidal dd Q.
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Figura 3.2 Espectros de FTIR de los andamios el ectrohilados

Los espectros de las mezclas con diferentes cantidades de Q, son muy
similares a espectro de la PCL, aunque con agunas diferencias. L os andamios
con 5, 10 y 25% de Q muestran una banda alrededor de 3400 cm™, que
corresponde a los enlaces O-H y N-H del Q. Ademas, se observa la aparicion
de una sefial en 1685 cm™ atribuida a estiramiento del grupo carbonilo de la
amidal del Q[9, 89, 92].

Es interesante notar que la banda relacionada a estiramiento del grupo C=0
de laamidal, que normalmente aparece en 1648 cm™ (Figura 3.3, linea negra)
[42, 93] se desplazd a 1670 cm’ en e andamio dectrohilado. Este
comportamiento ha sido observado por otros autores [9, 61, 85] y se debe ala
protonacion de los grupos amino (-NHs"), inducido por € TFA [85, 91, 94].
Ademéas de lo anterior, la existencia de tres picos de absorcién en 840, 800 y
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720 cm™* indican la presencia de TFA residual en las fibras de Q en forma de
sales de amina [91, 94], tal como se observé en € andlisis de EDX. Para
eliminar los residuos écidos normalmente se utiliza el entrecruzamiento con
glutaraldehido (GA) o la neutralizacién con un compuesto basico tal como €l
hidréxido de amonio (NH,OH). Sin embargo, e NH,OH parece ser muy
agresivo ya gque ocasiono la pérdida de la morfologia fibrilar en los andamios
de Q (ver Anexos, Figura Al). Por élo, los andamios fueron tratados con
glutaraldehido (Q-GA) y analizados nuevamente con FTIR. Después del
tratamiento, las bandas entre 840-720 desaparecieron y aparecio una banda
alrededor de 1635 cm™* asociada a enlace imina (C=N) (Figura 3.3).

Q comercial

Absorbancia

X 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 3.3 Espectros de FTIR de quitosano comercial (Q comercial) quitosano
electrohilado (Q) y quitosano el ectrohilado tratado con glutaraldehido (Q-GA)
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3.1.3 Angulo de contacto

La técnica de angulo de contacto permite detectar cambios sutiles en la
composicion quimica de la superficie de los materiales y es una manera facil
de medir el grado de hidrofilia de los andamios. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 3.3. Los andamios de PCL presentaron un angulo de
contacto de 113°, caracteristico de una superficie hidrofobica [41, 90]. En
contraste, los andamios de Q, mostraron un angulo de contacto de 39°, debido
a su naturaleza hidréfila. En este sentido, conviene mencionar que e angulo
de contacto de este andamio disminuy6é gradualmente hasta la disolucién
completa de las fibras conforme e tiempo transcurria. Es probable que este
comportamiento esté relacionado con las sales de amina, especies protonadas
presentes en e quitosano (NH3'-CF3COOQ), las cuaes provocan que €
andamio sea soluble en agua [91, 95]. Para mejorar su estabilidad en el medio
acuoso, lo cua es indispensable en los ensayos bioldgicos, los andamios de
quitosano fueron entrecruzados con glutaraldehido. El angulo de contacto
después del entrecruzamiento fue de 52 °, lo que indica que € andamio
mantuvo sus caracteristicas hidrdfilas.

En las mezclas se observo que e angulo de contacto disminuyo a aumentar la
cantidad de quitosano presente en el andamio. Esta tendencia ha sido
reportada anteriormente y reflegja una mejora en el grado de hidrofilia de los
andamios electrohilados. Se espera que esta caracteristica mejore la
biocompatibilidad del andamio, ya que se ha reportado que algunas células,
como las células de Schwann, tienden a proliferar méas répido y presentan

mayor adhesion en superficies parciamente hidréfilas [9, 61].
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Tabla 3.3 Angulo de contacto de |os andamios €l ectrohilados (ANOVA, de
unasolavia; * p<0.05 en comparacion con PCL)

Andamio Angulo de contacto
(0)

PCL 113+7

5%Q 98+5*
10%Q 56+3*
25%0Q 52+4*
Q 39+5*

3.1.4 Absor cion de humedad

Para conocer mas acerca de las propiedades superficiales de los andamios, se
midio la absorcion de humedad (A. H.) bajo condiciones controladas de
humedad relativa (H. R.). Se hicieron dos ensayos; en el primero, la humedad
relativafue del 53% Yy en el segundo caso fue del 97%.

Durante el ensayo a’53% H. R. (Figura 3.4a), los cambios fueron minimos. La
absorciéon en los andamios de policaprolactona (PCL) y sus mezclas fue
arededor de 5%, mientras que para &l de quitosano (Q) fue aproximadamente
10%. En contraste, cuando los materiales se expusieron a 97% H.R (Figura
3.4b), se observd unatendencia similar alos resultados obtenidos en angulo de
contacto (Tabla 3.3); es decir, la PCL practicamente no presento absorcion de
agua, mientras que en e de Q absorbi6 en promedio 20% en las primeras 24 h,
hasta a canzar 100% de su peso al fina del experimento (24 dias).

Por otro lado, la ganancia de humedad en las mezclas fue dependiente de la
composicion. Los andamios con 5 y 10% de quitosano (5%Q y 10%Q,
respectivamente) presentaron cambios ligeros de peso, en contraste con lo

observado en el andamio con 25% de quitosano (25%Q) en donde los cambios
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fueron mayores. Al parecer, e quitosano que se encuentra en la superficie de

las fibras, permite la difusion de la humedad al interior del material. Con

ayuda del andlisis elemental se observd que parte del quitosano se encuentra

en lasuperficie de lasfibras a detectar nitrégeno en esta prueba (Tabla 3.2).
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Figura 3.4 Porcentgje de absorcion de humedad de andamios el ectrohilados:
(@ 53% H. R, (b) 97% H. R



Para conocer el coeficiente de difusion, e cua estd relacionado con la
capacidad de difusion de un disolvente a interior de un material, se verifico €
guste de los datos experimentales obtenidos a 97%H. R. con la ley de Fick
(Ecuacion 2, seccidn 2.3.4). El andamio de Q mostré un buen gjuste con €

comportamiento tipo Fick (Figura 3.5) con una D=1.5x10"" mm?/s.

10+

0.0

0 500 1000

t0.5

Figura 3.5 Ajuste de Fick para absorcion de humedad de Q a97% H. R

Aungue €l coeficiente de difusion, D, también fue estimado para los andamios
de PCL y de Q/PCL, en estos casos € guste fue poco preciso. Este
comportamiento podria ser debido a que la absorcién de agua en las mezclas
depende de la hidratacion de material en las zonas hidrdfilas y €
impedimento en las hidréfobas. Por |o tanto, se cree que la conducta exhibida
por estas muestras obedeceria a una cinética de orden superior.

De acuerdo a estos resultados, es claro que € grado de hidrofilia se puede
regular con la cantidad de quitosano; de esta manera se pueden obtener una

amplia gama de materiales con caracteristicas superficiaes especificas. Una
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superficie completamente hidréfila minimizaria la adhesién de las proteinas
necesarias para las funciones celulares, mientras que una completamente
hidr6foba no permitiria la interaccion célula-andamio; por ello es importante

controlar las caracteristicas relacionadas a la absorcion de humedad [9, 96].

3.1.5 Calorimetria diferencial debarrido

Las propiedades térmicas de los andamios, obtenidas por calorimetria
diferencial de barrido (DSC), se muestran en la Figura 3.7. Aunque €
quitosano no presenta transiciones por esta técnica, las propiedades de la
mezcla se pueden estudiar a través de los cambios en € comportamiento de la
PCL. Este andlisis incluy6 dos ciclos de calentamiento; e primero, fue para
observar los efectos del proceso de electrohilado en la cristalizacion de la PCL
(Figura 3.64) y, € segundo, para evaluar el comportamiento térmico real de
los andamios poliméricos (Figura 3.6b). Las curvas obtenidas del segundo
calentamiento muestran dos eventos endotérmicos. Este comportamiento que
se ha observado en muchos polimeros cristalinos [97], podria estar asociado a
la fusién de los cristales y a proceso de recristalizacion de los mismos.
Durante el proceso de calentamiento, los cristales existentes se funden y al
mismo tiempo el material fundido vuelve a cristalizar, posteriormente estos
nuevos cristales se fundiran a mayor temperatura [98]. De acuerdo a lo
anterior, e pico endotérmico de baja temperatura corresponderia la fusion de
los cristales producidos durante €l electrohilado, mientras que e pico de
mayor temperatura estaria asociado a la recristalizacion de la PCL. Por lo
tanto, para este andlisis se considera € pico de menor temperatura como la

temperatura de fusion o T,,, del andamio [99].
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Figura 3.6 Termogramas de DSC de andamios el ectrohilados obtenidos en el

primer (a) y segundo (b) calentamiento.
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Estudios previos sobre mezclas de PCL con polisacéridos han demostrado que
estos ultimos interfieren en el proceso de cristalizacion de la PCL, por lo que
la temperatura de fusion (T,,) disminuye a medida que la cantidad del
polimero natural aumenta [55, 100, 101]; en otras casos, se ha reportado una
tendencia mas compleja [93]. En los resultados de esta investigacion no se
encontrd una relacién linea entre la cantidad de Q y la T, (Figura 3.6a y
Figura 3.6b). Ademas, el andisis estadistico no mostré diferencias
significativas entre los valores de T,, de los andamios de Q/PCL y la T, del
andamio de PCL, en ninguno de los dos calentamientos (Figura 3.7a).

Por otra parte, cabe sendar que los valores de T,, obtenidos en € primer
calentamiento son mayores que los obtenidos en & segundo calentamiento.
Esto puede ser atribuido a que € proceso de eectrohilado promueve la
cristalizacion de la PCL, ya que la PCL comercial (pellet) no mostré este
comportamiento (Anexos, FiguraA2).

El porcentgje de cristalinidad (X) mostro unatendencia similar a la observada
con la T, de los andamios de PCL; en € primer calentamiento se obtuvieron
valores mas atos de X que en € segundo calentamiento. Ademas, se puede
notar que este parametro aumenta ligeramente al aumentar la cantidad de
quitosano en e andamio, aunque € analisis estadistico revelé que sélo hubo
diferencia significativa entre el andamio 25%Q y la PCL (Figura 3.7b).
Malheiro et al. han sugerido que e Q tiene un efecto nucleante, o que
induciria la formacion de cristalitos con menos defectos [93]. Ellos también
reportan gque este fendmeno esta relacionado con € didmetro de las fibras. De
acuerdo a Wong et al. [102] €l eectrohilado mejora €l grado de cristalinidad
debido a la aineacion de las cadenas de PCL en direccion a las fibras.
También sefidlan que el grado de orientacion es mayor, mientras mas pequefio

sea € didmetro de las fibras. De manera analoga al andlisis realizado por
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Wong et al. se estudio larelacion entre el diametro de las fibras (reportadas en
la Tabla 3.1) y el grado de cristalinidad (observado en la Figura 3.7b). Se
puede notar que los resultados obtenidos en esta investigacion presentan una
tendencia similar a lo observado por Wong et al. [102], es decir, € grado de
cristalinidad aumenta conforme disminuye e didmetro de las fibras (Figura
3.8).

Por otra parte, es un hecho conocido que la temperatura de transicion vitrea
(Tg) de un polimero pueden experimentar variaciones respecto de su valor
convencional, si éste se encuentra formando parte de una mezcla polimérica
miscible o parcialmente miscible. Con esto en mente, y teniendo en cuenta que
la Ty de la PCL (pellet) fue de -63 °C, se procedié a andisis de los
termogramas obtenidos para todos los andamios el ectrohilados preparados en
este trabgo (ver Anexos, Figura A3). Desafortunadamente, en ninguno de los
casos fue posible observar de una manera clarala T4 de los andamios, por |o
gue no fue posible determinarla. Esto es debido, probablemente, a que los
materiales obtenidos por & proceso de electrohilado son muy porosos y poco
densos, por lo que solo fue posible analizar algunos miligramos del material,

lo cual dificultd la observacion dela T,
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Figura 3.7 Temperatura de fusion (@) y grado de cristalinidad (b) de los
andamios el ectrohilados (ANOVA unavia, *p<0.05 en comparacién con la
PCL).
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3.1.6 Andlisis termogravimétrico

Se realizé un andlisis termogravimétrico (TGA) para conocer |la estabilidad
térmica de los materiales. Las curvas de pérdida de masa (Figura 3.9a)
mostraron que los andamios de PCL y Q/PCL con diferentes cantidades, se
degradan en una etapa, mientras que €l Q presenta més etapas de degradacion.
Este comportamiento se aprecia mejor en las curvas de la primera derivada
gue se muestran en la Figura 3.9b. El andamio de quitosano (Q) presentd una
ligera pérdida de masa alrededor de 60 °C, la cua esta relacionada con la
pérdida de agua. Posteriormente se registraron dos procesos de degradacion;
uno a 256 °Cy € otro a 290 °C. Este comportamiento estaria relacionado con
las especies protonadas que fueron detectadas en el andlisis por FTIR. Chen et
al. [103] estudiaron la descomposicion de nanofibras de quitosano y seda.
Ellos sugirieron que el primer pico (257 °C) corresponde a la descomposicion
de lasal NH;'-CF;COO’, mientras que € segundo pico (291 °C) corresponde
a la descomposicion del Q. Después del tratamiento con glutaraldehido, € Q-
GA presenta un solo proceso de degradacién, alrededor de 290 °C, asociado
con la descomposicion del quitosano. Debido a la neutralizacion de las
especies protonadas durante la reaccion de entrecruzamiento, el pico en 256
°C ya no se observa [95] (Figura 3.10). El andamio de policaprolactona
(PCL) muestra un solo proceso de degradacion en 358 °C, e cual ocurre antes
sl se compara con la PCL comercia (Tdm. pellet=424 °C). Algunos estudios
sugieren que la hidrélisis acida que experimenta la PCL por parte del TFA
provoca la reduccion en la Tdng [47, 104]. La Figura 3.9b también muestra
gue la temperatura de degradacién maxima de los andamios de las mezclas se
desplaza a menores temperaturas a aumentar la cantidad de quitosano en €
andamio [105]. Debido a que se requiere utilizar mayor cantidad del
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disolvente acido para la disolucién del quitosano, se produce mayor
degradacion en laPCL.

100 a)
80 |
S 60|
(1]
(2]
[3+]
= 40}
—PCL
20 +
— 10%Q
F —— 25%Q
OF— @

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

DTG (%)

5%Q
—— 10%Q
25t
S T 25%0 + )
[——Q Concentracion de Q
1 " " 1 " 1 "

100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Figura 3.9 Curvas de pérdida de masa versus temperatura (a) y primera
derivada de la pérdida de masa versus temperatura (b) de los andamios
el ectrohilados.
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Figura 3.10 Primera derivada de |a pérdida de masa versus temperatura del
andamio de quitosano electrohilado sin y con tratamiento de glutaraldehido.
La curva de pérdida de masa versus temperatura se muestra en €l grafico

insertado.

3.1.7 Cromatografia de per meacion en gel

L os pesos moleculares de los diferentes andamios obtenidos por electrohilado
fueron medidos por cromatografia de permeacion en gel (GPC). La Figura
3.11 muestra los cromatogramas de los andamios de Q/PCL con diferentes
concentraciones de quitosano. Las curvas de los andamios con 5%Q, 10%Q y
25%Q presentan una distribucion de pesos moleculares mas amplia que la
curva de PCL. La aparicion de especies de menor peso molecular puede estar
relacionada con la hidréliss acida de la PCL debido a TFA [47].
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Aparentemente, la curva del andamio de quitosano es méas pequeiia que €
resto de las curvas; sin embargo, se debe mencionar que la solubilidad de esta
muestra en €l disolvente empleado en el GPC (DMF) es parcia. La Tabla 3.4
presenta | os resultados obtenidos de la masa molar promedio en peso (Mw), la
masa molar promedio en nimero (Mn), y € indice de polidispersidad
(PI=Mw/Mn). Cabe hacer hincapié en que, aunque estos parametros fueron
medidos como equivalentes de poliestireno, los resultados nos ofrecen una
idea de los cambios que ocurren en los andamios durante el proceso de
electrohilado.
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Figura3.11 Cromatogramas de |os andamios € ectrohilados



Tabla 3.4 Masa molar promedio en nimero (Mn), masa molar promedio en
peso (Mw) e indice de polidispersidad (IP=Mw/Mn) de |os andamios

electrohilados.
Andamios Mn Mw "
g/mol (10%) | g/mol (10%) | (Mw/Mn)
PCL 1.78 2.97 1.66
5/95 2.82 3.87 1.37
10/90 1.00 1.91 1.90
25/75 1.66 2.51 1.51
Q 1.56 2.70 1.72

3.2 Caracterizacion biolégica
Para la realizacion de los ensayos bioldgicos, los andamios colectados en la
placa plana del equipo de electrohilado, se cortaron en forma circular, de un

tamafno de 8 mm de didmetro, tal como se muestra en laFigura 3.12.

PUPCL  5%Q  10%Q 25%Q

Figura 3.12 Especimenes utilizados en | os ensayos biol gicos.
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3.2.1 Ensayo de citotoxicidad usando fibroblastos

Los andamios electrohilados se prepararon a partir de soluciones poliméricas
empleando disolventes organicos, |os cuales se evaporan durante la formacion
de las fibras. Sin embargo, las trazas de disolventes atrapadas en las fibras,
pueden inducir citotoxicidad. Con lafinalidad de evaluar € potencial de estos
materidles para € cultivo celular, se €ligieron los andamios de
policaprolactona (PCL) y quitosano (Q) para € ensayo de citotoxicidad
indirecta usando fibroblastos L929. El estudio se realizO de acuerdo a la
norma | SO 10993-5, la cual establece que un material no es citotdxico siempre
que su viabilidad celular sea mayor a 70%.
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Figura 3.13 Biocompatibilidad de andamios de PCL y Q-GA con fibroblastos
L 929 por contacto indirecto (CN: Control negativo, CP: Control positivo)
(ANOVA de unaviacon p<0.05y andlisis de Tukey).
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Figura 3.14 Biocompatibilidad de fibroblastos L929 por contacto directo
(ANOVA de unaviacon p<0.05y prueba de Tukey).

Durante las primeras 48 h, la viabilidad de la PCL fue menor a 70%, pero
después de 72 h este porcentgje se incremento, por |o que se puede decir que
el material no es citotdxico. Este comportamiento puede estar relacionado con
la liberacion de trazas de disolventes durante los dos primeros dias. En
contraste, los andamios de Q mantuvieron una viabilidad celular arriba del
80%, a pesar de haber sido entrecruzados con glutaraldehido (GA) (Figura
3.13). El comentario anterior obedece a que algunos estudios sefialan que la
presencia de trazas de GA pueden ser citotdxicas [58] (aunque este efecto
puede ser minimizado haciendo lavados con agua para eliminar los residuos
[106, 107]). Cabe sefalar que estos resultados se obtuvieron con extractos sin
diluir. Posteriormente las células L929 se pusieron en contacto directo con los
andamios de PCL y de quitosano. La Figura 3.14 muestra claramente que

conforme transcurre el tiempo (aumento de dias) se incrementa el nimero de
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células cuando estén en contacto directo con € andamio, lo cual indica que los
fibroblastos proliferaron tanto en la PCL como en &l Q-GA. Estos resultados
demuestran que los andamios electrohilados no son citotoxicos, de acuerdo a

los parametros establecidos por la norma | SO 10993-5.

3.2.2 Morfologia de fibroblastos L 929 sobr e |os andamios electr ohilados
La morfologia que presentan las células L929 sobre los andamios
el ectrohilados se observé mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
y microscopia confocal, después de 6 dias de cultivo (Figura 3.15).

Las imagenes de SEM muestran que las células sembradas sobre la PCL
exhiben una forma semiesférica y se encuentran formando aglomeraciones
(Figura 3.15a), incluso en algunas zonas se logran apreciar las fibras que
conforman e andamio. En contraste, las células se extendieron
considerablemente sobre e andamio de quitosano (Figura 3.15b), cubriendo
gran parte de la superficie estudiada, sin que sea posible distinguir las fibras
electrohiladas. Este fenOmeno esta relacionado con diferencias en la tasa de
proliferacion celular sobre cada tipo de sustrato, tal y como fue reportado en
otros estudios [108, 109]. De acuerdo a estudio de viabilidad (Figura 3.13),
después de 6 dias, la poblacion de células en el andamio de PCL se duplico,
mientras que en € de Q e incremento fue casi del triple; es decir, la tasa de
proliferacion en el andamio de Q fue mayor, por lo que alcanzd confluencia
mas rgpido. Es interesante sefidar la forma alineada que adoptaron algunos
fibroblastos. Esta conformacion ya ha sido observada en otras investigaciones,
sobre todo en aquellas que utilizan andamios hechos de polimeros naturales
como €l colageno [108, 109]. En contraste, las células mantienen una forma

semiesférica en otras superficies como la PCL [110]. Para el andlisis con
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microscopio confocal, el citoesqueleto de las células fue tefiido con faloidina
(verde) mientras que los nucleos fueron marcados con DAPI (azul). Las
imagenes de la Figura 3.15 permiten observar claramente e nucleo y la
membrana de las células L 929 sobre los andamios de PCL (Figura 3.15b) y de
Q-GA (Figura 3.15d).

De acuerdo a estos resultados, 1os andamios de Q y de PCL no son citotoxicos
y, ademas tienen una buena capacidad de soportar |a adhesion celular. Por lo
tanto, los andamios de mezclas hechos a partir de estos mismos materiales no

deben presentar toxicidad.

Figura 3.15 Imégenes de microscopia confocal (b, d) y de SEM (a, c) del
cultivo de cdlulas L 929 sobre andamios de PCL (a, b) y de Q-GA (c, d).
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3.2.3 Ensayo de viabilidad usando células de Schwann

Las células de Schwann (SC) se encuentran en € endoneuro, gue junto con €
epineuro y el perineuro componen la estructura de los nervios periféricos [12].
Estas células son muy importantes en la regeneracion de nervios periféricos,
pues promueven el crecimiento axona [13] secretando moléculas bioactivas
y/o factores que favorecen la regeneracion, guiando los axones. Por €llo, las
SC son un buen modelo para evauar bioldgicamente aquellos materiales

disefiados para reparacién de nervios periféricos.
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Figura 3.16 Viabilidad de células de Schwann sembradas sobre andamios
electrohilados de PCL, Q-GA, 5%0Q, 10%Q y 25%Q (ANOVA de unavia,
p<0.05 versus PCL).
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Se cultivaron SC sobre los andamios e ectrohilados y se estudié su viabilidad
al, 3y 5dias (Figura 3.16). Las células mantuvieron su actividad metabdlica
durante los cinco dias de estudio, aunque no se observo proliferacion de éstas
conforme transcurrio el tiempo (durante e periodo estudiado). Este
comportamiento puede estar relacionado con la lenta tasa de proliferacion de
las SC en andamios e ectrohilados, tal como se ha reportado por Suwantong et
al. [111]. No obstante, se observaron algunas diferencias importantes durante
el estudio. En € primer dia, la viabilidad del andamio con 5%Q fue
significativamente mayor que en e de PCL. Este mismo comportamiento se
observé a los 3 dias donde nuevamente el andamio con 5%Q tuvo mayor
numero de células que el andamio de PCL. Fukunishi et al. [112] prepararon
andamios de Q/PCL y encontraron que una porcién pequefia de quitosano en
la mezcla es suficiente para mejorar la compatibilidad biologica de la PCL.
Los resultados de la Figura 3.16 sugieren que pequefias cantidades de
guitosano mejoran la biocompatibilidad de las mezclas.

La Figura 3.16 también muestra que € Q-GA fue € material que present6
menor viabilidad durante todo el estudio. Sangsanoh et al. [113] estudiaron la
viabilidad de SC en andamios electrohilados de PCL y de quitosano; ellos
observaron que las nanofibras de PCL presentaron mayor viabilidad que las
nanofibras de quitosano en 1, 3y 5 dias. El quitosano es un polimero natural
de mucho interés en aplicaciones médicas debido a que posee una estructura
similar a los glicosaminoglicanos. Estos compuestos estan presentes en la
matriz extracelular, y se conocen por modular la actividad neura y la
extension de las neuritas [13], por lo que € uso de matrices con estructuras
guimicas similares podrian imitar algunas de las propiedades de la matriz
extracelular. Ademas, la naturaleza hidréfila del quitosano esta intimamente

relacionada con la proliferacion y adhesion celular [9]. Sin embargo, un
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material  atamente  hidréfilo no necesariamente  induce  mejor
biocompatibilidad a corto plazo. Algunas células como los fibroblastos, las
células endotelidles y las epitdiades se adhieren y proliferan megor en
superficies con angulos de contacto de alrededor de 60° [96, 114]. Los
resultados de los experimentos de dngulo de contacto en agua (ver Tabla 3.3),
y de absorcion de humedad utilizando un medio acuoso (ver Figura 3.4)
confirmaron el caracter hidrofilo del Q, asi como su capacidad de absorber
agua. Por lo tanto, la bagja viabilidad celular del Q con respecto ala PCL y a
las mezclas de Q/PCL probablemente esta relacionada con la baja absorcion
de proteinas y a la presencia de trazas de disolventes derivadas del proceso de
electrohilado.

En general, se observa que lavariacion en larelacion Q/PCL originan cambios
gue se ven reflgados en varios aspectos como el tamafio de las fibras y grados
de hidrofilia en los andamios electrohilados que a su vez tiene un efecto

sinérgico en laviabilidad celular.

3.2.4 Morfologia de las células de Schwann sobre andamios electrohilados
La morfologia de las SC sembradas sobre los andamios e ectrohilados fue
analizada por SEM, después de cinco dias de cultivo (Figura 3.17). Como se
observa en la Figura, después de este periodo de tiempo, las SC adoptaron una
morfologia fusiforme en todos los materiales estudiados. Ademas, es posible
apreciar como las células extendieron su citoplasma en forma de fibrillas
delgadas y alargadas a través de todo el sustrato. Esto indica que las células
estan bien adheridas al material, ya que de lo contrario la morfologia celular

seria semiesférica[26, 113].

62



Figura 3.17 Imégenes de SEM de |os andamios con células de Schwann
sembradas sobre andamios electrohilados de (a) PCL, (b) Q, (¢) 5%Q, (d)
10%Qy (e) 25%0Q.
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Por otra parte, se realizé un andisis inmunocitoquimico para estudiar la
viabilidad de las células adheridas sobre la superficie de los andamios
electrohilados. Las imégenes de microscopia confocal (Figura 3.18)
confirmaron la existencia de células viables, a través de la expresion del
marcador p75 (verde). Este marcador es especifico de las células de Schwann
y esta relacionado con € factor de crecimiento neuronal. El nucleo celular fue
tefiido con DAPI (azul).

L as imagenes de microscopia confocal confirmaron la adhesion de las células
de Schwann en todos los andamios electrohilados. A pesar del bagjo nivel de
proliferacion del quitosano en € ensayo MTS, las células igualmente se
adhirieron sobre este sustrato. Como se puede ver en la Figura 3.18, las SC
extendieron su citoplasma en todos |os andamios electrohilados. Sin embargo,
todas las mezclas de polimeros (5%Q, 10%Q y 25%Q) promovieron una
mejor distribucion celular. En contraste, las células SC permanecieron
aglomeradas en los andamios de PCL y de manera mas notable en el andamio
de Q. Estos resultados indican que las células adoptan diferentes
caracteristicas de adhesion, en funcion de las propiedades del sustrato. Como
se menciond anteriormente, el andamio de PCL es atamente hidrofobo
mientras que & Q es hidréfilo. La mezcla de estos dos polimeros permite
regular el nivel de hidrofobia’hidrofilia de la superficie del andamio, que a su
vez produce una mayor interaccion de las células con €l material, y que se ve
reflejado en una mejor distribucion celular y en una mayor extension de los
procesos celulares [115], comparados con los andamios de los polimeros
solos. De acuerdo con Shao et al. [116], las diferencias en la morfologia
celular también estén relacionadas con funciones celulares especificas, como
la expresion de las proteinas necesarias para la regeneracion de tegjidos. Por |o
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tanto, es posible combinar las ventgas de la PCL y del Q para obtener

andamios que permitan regular la morfologia, distribucion y adhesion celular.

p75/fibras de actina/nucleo

Figura 3.18 Imégenes de microscopio confocal de andamios de (a) PCL, (b)
Q, (c) 5%Q, (d) 10%Q vy (e) 25%Q. El p75 (expresado por células de
Schwann, verde), asi como las fibras de actina (rojo) y €l nucleo (azul) fueron

marcados en las células de Schwann.
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3.2.5 Tratamiento superficial de losandamios con poli-D-lisina

La adhesion celular es un proceso que ocurre en dos etapas. El primer paso
involucra la adsorcion celular no especificay, posteriormente, se lleva a cabo
la adsorcion especifica. Previo a la adhesidon especifica, es necesario que las
proteinas de adhesién secretadas por las células sean adsorbidas por €
materia [117].

L os andamios electrohilados fueron recubiertos con poli-D-lisina (PDL), para
estudiar e efecto del tratamiento con esta proteina en la adhesién de las SC.
Después de 5 dias de cultivo, las células SC se adhirieron alos materiales con
y sin PDL (Figura 3.19). El tratamiento superficial no produjo diferencia
significativa en la poblacion cdular de los andamios de PCL, 5%Q, 10%Q,
25%Q. Sin embargo, es interesante notar que € andamio de Q tratado con
PDL mostré mayor nimero de células que el andamio sin la proteina.

En las imagenes de microscopia confocal se aprecia que hay mayor nimero de
células en los andamios de Q con tratamiento de PDL que en los no tratados.
Ademas, en las imégenes de SEM se aprecia una morfologia fusiforme de las
SC en los dos casos (Figura 3.20). El tratamiento con proteinas, previo a la
siembra celular, es un método Util para mejorar la adhesion de las SC en los

andamios de Q.
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Figura 3.19 Poblacion de SC sobre andamios electrohilados con 'y sin

recubrimiento de poli-D-lisina
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Ll

Figura 3.20 Imégenes de SEM (a, ¢) y microscopio confocal (b, d) de
andamios de Q sin tratamiento (a, b) y con tratamiento de PDL (c, d). El p75
(expresado por células de Schwann, verde) y el nucleo (azul) fueron marcados

en las células de Schwann.
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Conclusiones

Se obtuvieron andamios de policaprolactona (PCL), quitosano (Q), asi como
de la mezcla de ambos polimeros a tres diferentes concentraciones, y se
estudiaron las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de |os andamios.

El diametro de las nanofibras de los andamios disminuyo con el incremento en
la cantidad de quitosano.

Por medio de FTIR y EDX se detectd la presencia de disolvente residua en
los andamios de Q, €l cual fue précticamente eliminado con €l tratamiento a
base de glutaraldehido.

La incorporacion de Q a los andamios produjo materiales con mayor caracter
hidrofilo; ademés, € ensayo de absorcidn de humedad demostré que parte del
Q se encuentra en la superficie del andamio.

La PCL experimentd hidrdlisis &cida debido al acido trifluoroacético utilizado
en la preparacion de las nanofibras. Esto provocd una disminucion en la
estabilidad térmica de los andamios. El andlisis de GPC mostro la presenciade
fracciones de peso molecular diferente a la distribucion principal, 1o cua
probablemente esté relacionado con la degradacion. La temperatura de fusion
de la PCL no fue modificada en las mezclas, aunque € grado de cristalinidad
parece aumentar con un incremento de la cantidad de Q en el andamio.

El estudio bioldgico demostré que las células de Schwann se adhirieron a la
superficie de todos los andamios, aunque el andamio con 5%Q mostro la
mayor proliferacion celular en los dias 1 y 3. El andlisis inmunocitoguimico
confirmo laviabilidad de las células presentes en los materiales, 10 que sugiere
gue los andamios a base de Q/PCL son buenos candidatos para ser usados en

ingenieriade tejidos de nervio periférico.
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Recomendaciones

L os resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que los andamios
elaborados a base de mezcla de quitosano y policaprolactona poseen
caracteristicas fisicas y de biocompatibilidad que son adecuadas para su uso
en e tratamiento de lesiones en nervios periféricos. No obstante, para futuras

Investigaciones se recomienda:

e Reducir & tiempo de mezclado de |as soluciones para evitar la hidrélisis
écidadelaPCL.

e Caracterizar la porosidad de los andamios, ya que es un parametro
importante para el proceso de infiltracion celular.

e Redlizar |la caracterizacién mecanica de los andamios, principa mente
ensayos atension.

e Establecer una metodologia viable para implantar € andamio en
condiciones in vivo a partir de la pelicula fibrosa y asi formar el

conducto tubular mimetizando la geometria de un nervio periférico
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Figura A1 Andamios de quitosano con diferentes tratamientos: (a) quitosano
sin tratamiento, (b) quitosano tratado con vapor de glutaraldehido (andamios
en contacto con vapor de glutaraldehido a 25%) y (c) quitosano tratado con
hidroxido de amonio (andamios sumergidos por 5 min en una solucion al
14%). El tratamiento con vapor de GA con vacio no modificd laforma de las
fibras. Por otra parte, las fibras tratadas con hidréxido de amonio presentaron
irregularidades con respecto a la forma original de las fibras debido a que €

tratamiento es muy agresivo.
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Figura A2. Temperatura de fusion (Tm) de andamios el ectrohilados, obtenidos
en e primer y segundo barrido de calentamiento. Se observa que la Tm del
primer calentamiento es significativamente mayor que en €& segundo
calentamiento en los andamios, lo cua se debe a proceso de electrohilado.
Este comportamiento no fue observado en el material de referencia, es decir,
el pellet, debido a que éste no fue sometido a ningun tipo de tratamiento
previo a andlisis de DSC. (*ANOVA unaviay *p<0.05. Se compar6 la Tm
del primer barrido con la Tm del segundo barrido, para cada material).
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Figura A3. Termogramas de DSC de los andamios e ectrohilados y del pellet
de PCL obtenidos en e segundo calentamiento. La temperatura de transicion
vitrea (Tg) de la PCL (pellet) fue de -63 °C. En los andamios electrohilados, la

transicion vitreano es clara.
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