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Neuropraxia

También llamada axonopraxia. Es la condiciéon en la cual, como resultado de un
accidente poli traumatico, contusién, compresién o isquemia se produce falla o
peérdida de la conduccién nerviosa, debido a un corte, sin poderse demostrar dafio
estructural del nervio. Como (nica alteracién microscopica podria encontrarse
fragmentacion de la vaina de mielina en relacién a la zona traumatizada, la
paralisis es incompleta y la recuperacion rapida , completa.

Axonotmesis

Lesion de nervio caracterizada por el dafio de los axones, pero conservando mas
0 menos intactos los envoltorios conectivos (endoneuro, perineuro, epineuro) del
nervio; la degeneracion Walleriana, que es la forma en que se denomina a los
cambios degenerativos que se dan cuando se corta el axén de una célula
nerviosa, se produce periféricamente. La explicacion de la recuperacion mas
rapida y mas completa es que las fibras nerviosas, aunque severamente
lesionadas, en su mayor parte, conservan sus relaciones anatémicas normales
debido a la conservacién de las vainas de tejido conectivo. La causa més

frecuente son las lesiones por aplastamiento, la traccién y la compresion

Neurotmesis

Este término se refiere a cualquier lesion del nervio (parcial o completo) con
disrupcién completa del axén y su vaina de mielina. El dafio de los elementos de
tejido conectivo consiste en una seccién anatémica completa o parcial, o bien
fibrosis intraneural. Aunque, en apariencia, se mantenga la continuidad
macroscopica del nervio, no se puede producir regeneraciéon espontanea. La
pérdida de la funciéon nerviosa es completa (sensitiva o motriz) y la Unica
posibilidad de recuperacion es la intervencion quirdrgica.






ha sido modificado con el valproato, el cual le puede conferir propiedades distintas
para el tratamiento de enfermedades nerviosas. En efecto, éste dltimo es un
medicamento de aplicacién en el campo de las enfermedades nerviosas y ha
mostrado algunas propiedades favorables para la diferenciacion de células madre
a celulas neurales, y a la mejora en viabilidad y proliferacion de células de

Schwann.

Por lo tanto, en este trabajo el PGS fue sintetizado, caracterizado y modificado con
el valproato, llevando a cabo las pruebas fisicoquimicas, mecanicas y de
degradacion, con el fin de conocer a fondo sus propiedades antes de evaluar su

alcance en la regeneracion de tejido nervioso.

Se espera que los resultados de este proyecto conlleven a la creacién de un
conducto, a base de este nuevo material, que promueva la reparacién de heridas
en nervios periféricos, y con las pruebas necesarias se compruebe que la
regeneracién o reparacion de tejido nervioso es posible, reduciendo o incluso
desapareciendo las reacciones adversas que se han presentado ya con los

diferentes materiales utilizados para este mismo proposito.
Este trabajo de investigacion se encuentra dividido en las siguientes secciones:

e Antecedentes

o Justificacion

o Hipotesis

e Objetivos

e Materiales y métodos
e Discusion y resultados
e Conclusiones

e Trabajo futuro






Tabla | Estrategias en los primeros experimentos realizados para estudiar la regeneracion nerviosa.

Tamafio | Duracién
Modelo Poro-
Material Nervio de de Resultados y observaciones Referencia
Animal sidad
herida analisis
Mielinizacion entre dias 14 y 21. Células Schwann y
. . . (Jean M. Lw
Tubo de o . axones migran tras fibroblastos. Union de herida entre
Ratas ' Ciatico | 10 mm | 545 dias No . o . Beau et al.
silicon dia 28 y 35. Demielinizacion al dia 56 y para el dia 1988)
435 75% de las fibras se encontraron dafiadas.
Guias con dos tipos de permeat lad para moléculas
Membranas s 6 .
. de 10°y 10° Da. Encontraron los mejores rest  dos
tubulares | Hams- o 8 ) i . . . (P. Aebischer
Ciatico | 8 mm Si en el de mas baja permeabilidad, posiblemente por el
de ter semanas ] . . et al. 1989)
) control en el intercambio de moléculas entre el lumen
polisulfona .
del canal y el ambiente externo.
El modelo fue un tubo de dos capas la interna lisa y la
externa, porosa, ambas del mismo material.
Constructo 18 Mostraron no ser toxicas. La degradacion de la capa | (W. F. A. Den
de Ratas | Ciatico | 10 mm Si lisa se inicia a 1 mes de implantacion y 18 meses Dunnen et al.
meses
PLLA/PCL después se encontré6 completa fragmentacion del 1993)

material; se observo recuperaciéon motriz y sensorial

en todas las guias.







Debido a los problemas asociados con los dafios al sistema nervioso periférico, se
continian los esfuerzos para generaciébn de un conducto que permita la
reparacion de los nervios periféricos. Aunque, muchos materiales han sido
probados para estos fines, incluyendo materiales naturales o sintéticos, éstos
pueden exhibir hinchamiento y caracteristicas pro-inflamatorias.

Entre los sustitutos naturales, el material mas utilizado para reparar nervios
periféricos es el mismo nervio del paciente (técnica de auto injerto) (Lundborg et
al. 1988). Sin embargo, con esta técnica se tiene que igualar el calibre del donador
con el del nervio receptor en términos de diametro total y densidad promedio de
axones. Esto provoca un gran numero de desventajas, incluyendo la pérdida de
funcion neural en la regién donadora del injerto de nervio, falta de coincidencia
entre las dimensiones del nervio y del injerto, probabilidad de formacion de
neuroma, vida corta de los nervios debido a que son tomados del paciente, y esto
usualmente involucra un segundo sitio de cirugia, es decir, nervios sanos tienen
que ser sacrificados. En conclusion la principal desventaja de este procedimiento

es el resultado funcional insuficiente.

Entre los sustitutos naturales también se han utilizado arterias (Lundborg et al.
1981), venas (Suematsu et al. 1988) y canales de hueso descalcificados (Hadlock
et al. 1998), pero ninguno de estos ha superado la técnica del auto injerto, que es
la mas utilizada hasta ahora. Algunos investigadores han utilizado injertos
alogénicos que son tomados de cadaveres, pero su oferta esta limitada y pueden
sufrir rechazo inmunolégico de los huéspedes. También se han utilizado los
injertos nerviosos acelulares(Kim et al. 2004) pero sus estudios se han retrasado
debido a su falta de células conductoras, regeneracién nerviosa y remodelacion de

la matriz extracelular.

Los conductos sintéticos, también se encuentran en investigacién para reparar
defectos cortos en los nervios periféricos, donde el objetivo es obtener resultados
clinicos superiores a los actualmente obtenidos con el auto injerto. Este tipo de
implantes elimina la necesidad de colectar nervios propios del paciente y, por lo
tanto, previenen la pérdida funcional y el dafio de tejido sano del sitio donador. En
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1.2.2 Propiedades ideales de un conducto para regeneracién de nervios.

Investigaciones recientes en regeneracion de nervios involucran la aplicacion de la
ingenieria de tejidos y esto le da una nueva perspectiva a la terapia neuroldgica. El
éxito en el campo de la ingenieria de tejidos neurolégicos esta principalmente
basado en la regulacién del comportamiento celular y la progresion del tejido a
través del desarrollo de un andamio sintético analogo a la matriz extracelular y que

ademas pueda soportar cultivos celulares tridimensionales.

Para que un material pueda funcionar como sustituto de un tejido natural es
deseable que tenga una composicion similar o una estructura similar al tejido que
se desea remplazar. En el caso de los nervios, su estructura esta basada en
células nerviosas, las cuales consisten esencialmente en una masa de citoplasma
en la cual esta incluido el nucleo y esta limitado externamente por una membrana
plasmatica. La célula nerviosa con todas sus prolongaciones es llamada neurona,
cuyo tamafio y forma varian considerablemente, y posee un cuerpo celular desde
cuya superficie se proyectan una o mas prolongaciones denominadas neuritas.
Las neuritas responsables de recibir informacion y conducirla hacia el cuerpo
celular se denominan dendritas. La neurita tubular larga unica que conduce
impulsos desde el cuerpo celular se denomina axén. Las dendritas y los axones a
menudo se denominan fibras nerviosas. Estas fibras nerviosas pueden ser
mielinicas o amielinicas; en el caso particular del SNP, las células de Schwann
son las encargadas de formar la mielina, la cual actia como aislante y su
composicion es basicamente lipidica. Entre cada célula de Schwann se encuentra
una parte del axén que no cuenta con proteccién mielinica, ésta parte es llamada
nodo de Ranvier (Snell 2001). En la siguiente figura podemos ver el esquema de
las neuronas (tomado de la pagina web:
http://www.med.ufro.cl/Recursos/neuroanatomia/archivos/3_neurohistologia_archiv
os/Page324.htm el 02 de septiembre de 2012):
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productos de degradacion deben ser absorbidos por el huésped o, en ultima
instancia, ser eliminados mediante procesos metabdélicos.

El proceso de la regeneracion de nervios requiere una coordinacién perfecta entre
la velocidad de la absorcion del conducto y el tiempo necesario para el crecimiento
y la maduracién del nervio en el conducto.

El diametro del conducto es otro factor importante. El diametro y largo de los
conductos debe ser ajustable para igualar al del sitio del implante. En el caso de
los nervios, el didmetro varia desde 1 mm en los nervios faciales hasta
aproximadamente 1 cm para el nervio ciatico (Loaysa et al. 1995. Snell 2001), y
debe permitir al conducto ser anclado en los extremos del nervio. La presencia de
factores de crecimiento de nervios, agentes neurotropicos y células de Schwann
son otros factores que favorecen la regeneracién de nervios. La permeabilidad
también es importante y debe ser la adecuada, ya que un conducto impermeable
permite que el fluido y las células colectadas en los extremos del nervio se
mantengan en la region de regeneracion de nervios, pero limita el suministro de
nutrientes y la eliminacién de materiales de desecho; por otro lado, un conducto
con permeabilidad excesiva puede provocar que las células no se mantengan en
el conducto o la entrada de las células encargadas de la cicatrizacién de heridas

las cuales podrian bloquear el lumen (abertura) del conducto.

Una de las propiedades mas importantes para la aceptacion del injerto por el tejido
huésped es la estabilidad mecanica del andamio, que si no es la adecuada puede
llevar a la necrosis y la inflamacion. Para la ingenieria de tejidos de nervio, el
andamio debe ser flexible, inofensivo a los tejidos que lo rodean, resistente al

colapso estructural durante la implantacion.

La propiedad de adhesién celular de un andamio depende principalmente de las
caracteristicas de su superficie como la densidad de carga y la hidrofilicidad. La
mayoria de los polimeros biodegradables sintéticos son hidrofébicos lo cual limita

Su uso en ingenieria de tejidos.
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proliferacion y diferenciacion celular, asi como para la extensiébn de axones.
Ademas, son biocompatibles y poseen propiedades mecanicas similares a las del
tejido suave (blando), baja tensiéon superficial. Por ejemplo, debido a sus
propiedades neuroinductivas, neuroconductivas y a su biocompatibilidad, el
hidrogel de poli [N-(2-hidroxipropil) metacrilamida] (PHPMA) ha sido muy utilizado
para reparar defectos de tejidos en el SNC promoviendo tanto la formacién de
tejido de matriz extracelular como el crecimiento axonal (Woerly et al. 1998). En
los hidrogeles las células se introducen con facilidad en los precursores liquidos
del gel. La produccién de constructos poliméricos de hidrogel basados en células
se ha previsto para la sustitucion de tejidos en el SNC con propiedades
fisicoquimicas combinadas, tales como biocompatibilidad, estabilidad, porosidad e
hidrofilia, junto con el reconocimiento biolégico como la expresion de receptores

de superficie bioespecificos y sintesis de moléculas bioactivas.

Las nano fibras parecen tener la estructura mas prometedora en aplicaciones de
ingenieria de tejidos debido a su parecido a la matriz extracelular. El término nano
fibra se utiliza para nombrar a aquellas estructuras fibrosas con un diametro menor
a un micréometro. Su extraordinaria resistencia mecénica y area superficial por
volumen hace a las nano fibras las mas adecuadas para la aplicacion

especificamente en ingenieria de tejidos nerviosos.

Varias técnicas se han reportado para generar nano fibras incluyendo la sintesis
por medio de una plantilla (template synthesis), separacién de fases, auto-
ensamblado y el electrohilado (electro spinning). Dentro de todas estas técnicas el
electrohilado ofrece ciertas ventajas, como su facilidad de operacién, mejor control
de las propiedades de las fibras (diametro, longitud e incluso orientacion) y
resultados adecuados tanto en la produccién de fibras con didmetros en el
intervalo de los nanémetros como en la encapsulacion de materiales para la

formacién de fibras recubiertas (electrohilado coaxial).
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El poli(glicerol sebacato) es un polimero que varia su caracter hidrofilico, pues en
la investigacion realizada por Wang et al. (2002), se presenté un angulo de
contacto con el agua de 32°, mientras que el estudio realizado por Alpesh Patel et
al. (2011) present6é un angulo de contacto de 77.5°. Respecto a sus propiedades
térmicas, se ha encontrado que el PGS tiene dos temperaturas de cristalizacion,
una localizada a -52.14 °C y otra a -18.50 °C. Del mismo modo, se han reportado
dos temperaturas de fundido, localizandose una a 5.23 °C y la otra a 37.62 °C
(Wang et al. 2002). Sin embargo, éste comportamiento no fue observado en
estudios mas recientes (Jaafar 2010, Liu et al. 2007 ). En el estudio original de
Wang et al. (2002) no se observé la temperatura de transicion vitrea por encima
de los -80 °C, ya que fue el limite de temperatura del equipo utilizado. Por su
parte, Jaafar et al. (2010) reportaron la Tg entre -30 y -40 °C. Los resultados del

DSC indican que el polimero es totaimente amorfo a 37 °C.

Los monémeros utilizados en la sintesis del PGS son inofensivos. El glicerol esta
presente como un blogue basico de construccion en los lipidos, mientras que el
acido sebdacico es el intermediario metabdlico natural en la w-oxidacién de los
acidos grasos de cadena mediana y cadena larga. La FDA aprueba al glicerol
como humectante en comida y a los polimeros que contienen acido sebacico para

aplicaciones médicas.

La estructura de los mondémeros y el polimero formado se muestra en la Figura
1.3:
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metabolizados naturalmente en el cuerpo. Estudios previos (Wang et al. 2002,
Sundback et al. 2005) muestran que no tiene efectos perjudiciales en la actividad
metabdlica de las células, ni en su adhesién y proliferacion, ademas de que no
induce a la apoptosis (modalidad especifica de muerte celular).

1.2.5 Valproato de sodio

El acido valproico, comunmente utilizado en forma de sal sédica como valproato,
es un medicamento antiepiléptico utilizado en el tratamiento de desérdenes
bipolares y como estabilizador de humor.

Las células de Schwann, juegan un papel importante en el crecimiento de neuritas,
ya que sirven como andamios de los axones en regeneracion y producen varios
factores tréficos para la regeneracidbn de estos axones, ademas responden de
manera favorable al ser expuestas a factores neurotrépicos. El acido valproico
produce efectos similares a estos factores, ademas de que favorece el crecimiento
de neuritas y la supervivencia celular. Existe evidencia que indica que aplicando
acido valproico local o sistematicamente, se puede mejorar el crecimiento de
neuritas y la recuperacion de funciones motoras en ratas adultas (Cui et al. 2003).
En otro estudio se reportdé que las células de Schwann tratadas con acido
valproico mostraron un incremento directo en la proliferacion celular en 24, 36 y 48
h (Fei et al. 2011).

El acido valproico influencia a las células progenitoras en el proceso de
diferenciacion, ya que un tratamiento con acido valproico durante las etapas
progenitoras resulta en una fuerte proliferacion y una induccién a la diferenciacion
neuronal, acompafnada por aumento en la expresion de factores de transcripcion

proneural y un aumento en el nimero de células (Tag et al. 2009).
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que, cuando ésta sufre algun dafio como las mencionadas anteriormente, existe la
necesidad de disefiar y fabricar un andamio que sea biocompatible, inerte
inmunolégicamente, biodegradable, resistente a infecciones y que se aproxime a
la micro- y macroestructura de los nervios periféricos, para asi favorecer el

crecimiento de tejido nervioso. (Anuradha Subramanian et al. 2009)

Actualmente, no existe un andamio con estas caracteristicas, por lo tanto, es
conveniente fabricar un conducto que cumpla con estas condiciones el cual podria
utilizarse no sélo para la regeneracion de nervios, sino también para el tratamiento
de defectos en otros tejidos nerviosos. Por lo tanto, este trabajo de investigacién
proporcionara conocimientos en el ambito de la ingenieria de tejidos del sistema
nervioso, asi como materiales alternativos para el tratamiento de enfermedades
del SNP. En este trabajo se utilizara el PGS, el cual es un material recientemente
preparado que puede ser modificado, buscando mejorar sus propiedades que lo
hagan un buen candidato para su aplicacién en ingenieria de tejidos nerviosos.
Asimismo, con esta propuesta se busca establecer un método reproducible para la
produccién de andamios a base de poli(glicerol sebacato) modificado con acido
valproico, una vez que han sido caracterizados fisicoquimica y mecanicamente.
Finalmente, los resultados obtenidos podran ser utilizados como una referencia en

trabajos posteriores sobre regeneracion de nervios.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo general.
Sintetizar y caracterizar un elastomero a base de poli(glicerol sebacato)
modificado con valproato de sodio con uso potencial en regeneracion de nervios

periféricos.

1.5.2 Objetivos especificos.

e Sintetizar poli(glicerol sebacato), PGS, utilizando distintas condiciones en [a
sintesis y de entrecruzamiento.

e Caracterizar fisicoquimica (FTIR, DSC, DMA, TGA, DRX) y mecanicamente
el PGS.

o Estudiar la degradacién acelerada y bajo condiciones fisiolégicas del PGS.

e Modificar el PGS con valproato por incorporacion durante su hinchamiento
en un disolvente.

e Caracterizar el nuevo material, PGS + valproato de sodio, mediante

estudios fisicoquimicos y biolégicos.
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pe="p, Ecuacion (1)
Donde p. es la densidad del material, y p,es la densidad del agua.

2.3 Medicion del porcentaje de hinchamiento y densidad de
entrecruzamiento.

El grado de hinchamiento fue determinado en muestras de PGS entrecruzado a
diferentes temperaturas mediante una técnica gravimétrica. Las muestras fueron
inicialmente pesadas para obtener la masa inicial (m;) y posteriormente, las
muestras fueron sumergidas en THF durante 24 horas. Este disolvente fue elegido
debido a que el porcentaje de hinchamiento es utilizado posteriormente para la
determinacion de la densidad de entrecruzamiento, y en la literatura ya se
encuentra reportado un parametro de interaccion para el sistema PGS-THF.
Después de este periodo de tiempo, la muestras fueron retiradas y el exceso de
THF fue eliminado con papel, y se les pes6 nuevamente, (mg).Todas las
mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25°C) en recipientes
cerrados para evitar la evaporacion del disolvente durante el proceso. La

determinacioén del porcentaje de hinchamiento se obtuvo mediante la ecuacion (2):

% hinchamiento = (m‘r; lm‘) * 100 Ecuacion (2)

El contenido de fraccion soluble (prepolimero que no reacciona) y contenido de
fraccion insoluble (red entrecruzada) fueron igualmente determinados en la
muestra. Para esto, las muestras fueron secadas en una estufa a 100 °C durante 1
semana, al retirarlas fueron pesadas nuevamente para obtener el contenido de

fraccién insoluble my. El porcentaje de contenido de fraccién soluble en la muestra

se determind mediante la siguiente ecuacion (3):

mi—myg

T

% Sol = (E7L) + 100 Ecuacion (3)

La densidad de entrecruzamiento fue determinada por dos métodos distintos: por
la teoria de hinchamiento de Flory-Rehner y mediante un método mecanico.
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E= Modulo de Young
R= Constante universal de los gases
T= Temperatura absoluta

Ademas de las medidas anteriores, se determiné la distancia de cadenas entre

puntos de entrecruzamiento por medio de la siguiente ecuacion:

Mc = % Ecuacion (7)
Donde:
Mc= Peso molecular entre puntos de entrecruzamiento.
n= Numero de segmentos de cadena activos en la red.
p= Densidad del polimero.

Este parametro se calculd tanto con los valores de n obtenidos por el método de

hinchamiento como con los obtenidos por el método mecanico

2.4 Hidrofilicidad y absorciéon de agua

La hidrofilicidad del polimero se determiné mediante la medicién de su angulo de
contacto en agua. Esta mediciéon (n=10) se realiz6 depositando una gota de 5 pL
de agua destilada sobre PGS obtenido a 110, 120 y 140 °C, y midiendo el angulo
de contacto después de 10 s de haber colocado la gota en la superficie del

material.

La cantidad de agua que es capaz de absorber el material fue determinada
siguiendo un procedimiento similar al utilizado para determinar el hinchamiento en
THF. En este caso, las probetas del material fueron remojadas en agua destilada
durante 24 h y se determiné el porcentaje de absorcién segun la ecuacion:
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descomposicién (Td) se reporta como el pico después de obtener la derivada de la

curva de masa perdida vs. temperatura.

La Tg se determiné mediante analisis mecanico dinamico (DMA). Los ensayos de
DMA se realizaron con un equipo Perkin-Elmer modelo DMA-7 en modo de
extension con probetas rectangulares de 20 mm de longitud, 5 mm de ancho y
espesor menor a 1 mm. Las muestras se analizaron en un intervalo de
temperatura desde -100 hasta 30 °C, a una frecuencia de 1 Hz y una rampa de
calentamiento de 5 °C/min. El intervalo de temperatura al cual se llevaron a cabo
las corridas se determind de acuerdo a un reporte previo (Jaafar et al. 2010). La
Tg se reporta como la inflexién en el moédulo de almacenamiento y como el pico de
la curva Tan 0 vs. temperatura.

2.5.3 Caracterizacién estructural (DRX)

Muestras de 1 cm? tomadas de s polimeros entrecruzados se analizaron en un
difractémetro Siemes D5000 con radiacion CuKa (A = 1.5416 A) con un paso de
0.04°, un tiempo de paso de 6 segundos en el intervalo de 26 de 5 a 60°, con 34
kVy 25 mA.

2.6 Caracterizaciéon mecanica

2.6.1 Ensayos mecanicos a tension

Las pruebas a tensiéon se llevaron a cabo en una maquina de pruebas mini
Shimadzu utilizando una velocidad de cabezal de 10 mm/min y una celda de carga
de 1000 N. Los especimenes fueron cortados en probetas rectangulares con
dimensiones de 25 mm x 5 mm x t (largo x ancho x espesor, t < 1mm) segun la
norma BS EN ISO 527:31996. Se ensayaron muestras del PGS almacenadas en
un desecador durante una semana después de su sintesis mientras que otro
grupo de probetas del material, se acondicioné en agua destilada a 37 °C durante
24 horas. Con estos ensayos se determiné el porcentaje de deformacion (g), el
esfuerzo maximo (o) y el médulo elastico calculado como la pendiente de la
gréfica entre 0 y 0.1N de carga.
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porcentajes de pérdida de masa. Estos estudios fueron realizados a todas las
muestras entrecruzadas.

2.6 Modificacion con valproato.

2.6.1 Sintesis de PGS + valproato.

Para la obtencion del PGS modificado con valproato de sodio, la sintesis se realizé
en las mismas condiciones que el prepolimero de PGS (120 °C, 24 horas) pero en
este caso, el prepolimero fue mezclado con tres diferentes concentraciones de
valproato, esto es, 5, 10 y 15% de valproato con respecto al peso final de la
muestra. La mezcla entre el prepolimero de PGS y el valproato se llevo a cabo con
THF como disolvente y fue agitada hasta la completa disolucién de ambos
componentes. Esta mezcla fue vertida en moldes de vidrio planos para su
posterior entrecruzamiento, antes del cual se dejé evaporar el THF durante cuatro
dias. Después de este tiempo, se colocaron los moldes con la muestra en una
estufa a 120 °C por 48 horas y una presion reducida de -20 kPa.

2.6.2 Caracterizacion espectroscopica (FTIR)

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos mediante la técnica de reflectancia
total atenuada (ATR por sus siglas en inglés) utilizando las mismas condiciones
gue las de las muestras de PGS puro.

2.6.3 Caracterizacion térmica (DSC)

La temperatura de fusion (T,) de las muestras modificadas con los distintos
porcentajes de valproato, se determindé con un equipo DSC-7 de Perkin Elmer.
Para esto, se utilizaron de 5 a 7 mg de muestra y se registré el primer y el
segundo calentamiento. Antes del primer calentamiento, se enfri¢ desde 25 hasta
-60 °C y después se calent6é hasta 150 °C. Todas las corridas se llevaron a cabo
con una rampa de calentamiento de 10 °C/min en atmésfera de nitrégeno.
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expuestas a los diferentes materiales durante 48 horas. Al final de este periodo,
los medios de cultivo que contenian las células no adheridas fueron retirados de la
estufa y centrifugados a 1500 rpm durante 10 min y se tomaron alicuotas de 75 pl
de la capa de linfocitos, aunque es comin, que por la técnica para tomar la
alicuota se filtren en ella eritrocitos.

Con el fin de eliminar los eritrocitos que interfieren en la lectura de la densidad
Optica, a cada alicuota se agregaron 5 m! de una solucion amortiguadora de lisis
de eritrocitos (4.496g NH4Cl, 0.5g KHCOs;, 18.5mg EDTA, pH = 7.3)-agua
destilada (1:10). Posteriormente, las muestras fueron colocadas en la oscuridad
durante aproximadamente 15 min, al retirarlas se centrifugaron a 2000 rpm
durante 10 min y se decantaron. Posteriormente se les aplicé un tratamiento con
una solucién hipoténica de KCI al 0.4%-agua destilada (1:10); para ello, a cada
muestra se agregaron 5 ml de dicha solucion y se colocaron en la estufa a 37 °C
durante 10 min, y después fueron centrifugadas nuevamente a 2000 rpm por 10
min para después decantarlas. Finalmente, se les dio un tratamiento, similar al
proporcionado con la solucién hipoténica, pero esta vez sblo con agua destilada, y
se les agregaron 50 ul de una solucién de MTT para dejarlas durante 2.5 h en la
estufa a 37 °C. Al retirarlas se les agregaron 50 ul de isopropanol, se dejaron 10
min mas en la estufa, para posteriormente llevar a cabo la lectura en un Lector de
placas de ELISA marca Labsystems Multiskan MS a una longitud de onda de
595nm, tomando como referencia el MTT sin haberlo expuesto a la actividad
celular, con esto se obtuvo la densidad 6ptica (DO) de cada muestra la cual se

relaciona de manera lineal con el nimero de células activas.

Los datos obtenidos de estas pruebas se analizaron por ANOVA (one-way
analysis of variance) y con una prueba de tipo Tukey para analizar la diferencia

estadistica.
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3.3 Determinacion de la densidad, porcentaje de hinchamiento y densidad de
entrecruzamiento.

Los valores de la densidad medida por el principio de Arquimedes se pueden
observar en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Densidad del PGS entrecruzado a diferentes temperaturas.

Temperatura de curado (°C) Densidad (g/cm®)
110 1.126 £ 0.005
120 1.129 £ 0.002
140 1.129 = 0.005

n=3, t desviaciéon estandar. 110 vs 120 p>0.05; 110 vs 140 p>0.05; 120 vs 140
p>0.05.

En esta tabla se observa que la densidad no varia significativamente con la
diferencia de condiciones de entrecruzamiento, aunque si se observa que
presenta una tendencia a aumentar, segun aumenta la temperatura de curado.
Este resultado concuerda con un trabajo previo (Chen et al. 2008) en el que se
encontro que la densidad aumenta segun se aumenta la temperatura de curado

aunque sin llegar a ser un cambio significativo.

El porcentaje de hinchamiento fue medido en THF, al igual que el contenido de

fraccion soluble, y los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 3.2:

Tabla 3.2 Propiedades de hinchamiento en THF de PGS entrecruzado a diferentes temperaturas.

Temperatura de curado | Hinchamiento (%) Contenido de fraccion
(°C) soluble (%)

110 524171 457 +45

120 280 +14 277136

140 185 163 6.4+0.9

n=3, + desviacion estandar.; 110 vs 120 p<0.001; 110 vs 140 p < 0.000; 120 vs
140 p>0.05.

45







entrecruzado en un 96%, mostrando una gran diferencia con los materiales

curados a menores temperaturas.

Los resultados de la densidad de entrecruzamiento asi como de la distancia entre

cadenas medida por dos métodos se pueden observar en la tabla 3.3.

Tabla 3.3 Determinacién del grado de entrecruzamiento obtenido por el método de Flory-Rehner y por el

método mecanico.

Método de hinchamiento Método mecanico
Temperatura de Densidad de ! Densidad de
curado entrecruzamiento Me entrecruzamiento Me
3 (g/mol) (g/mol)
(mol/cm®) l (mol/cm®)
11090 1.6 (107) £ 3 7.1(10%£13 66(10°) £ 1.3 1.7 (10% £ 3.8
(10°) (10%) (10°) (10%)
120 9C 49(10%) £ 4.8 fz.s (10°) £25 21(107)£1.3 5.3(10°) 3.3
(10%) (10°) (10°) (10°%)
1409C 1.2(10°)+ 6.8 1.1(10°)£6.4 3.1(10%) 1.8 36(10°)£2.2
(10%) (10%) (10°) (10°)

n=3, £ desviacién estandar. Mc = distancia entre puntos de entrecruzamiento.

Para la medicion del grado de entrecruzamiento por medio del método de Fiory-
Rehner se utilizé un parametro de interacciéon polimero-disolvente, reportado por
Chen et al. (2008) para el sistema PGS-THF, y, = 0.42. La fraccion volumétrica de
polimero en la masa hinchada, v, se midi6 a través de las masas de las mismas
muestras utilizadas para la determinacién del porcentaje de hinchamiento del
PGS. Para la medicién por el método mecanico se utilizd6 el moédulo de Young
obtenido mediante los ensayos mecanicos de tensién. En la tabla 3.3 podemos ver
que en relacion con la medicién anterior del porcentaje de fraccion soluble, la
densidad de entrecruzamiento claramente aumenta con la temperatura a la cual es
curado el material. De la misma manera se observa que para la densidad medida
a través de las pruebas mecanicas los valores obtenidos son un poco menores
con respecto a los obtenidos por la teoria de Flory-Rehner.
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Tabla 3.4Hidrofilicidad y absorcién de agua de PGS entrecruzado a diferentes temperaturas.

Temperatura de curado Angulo de contacto Absorcién de agua (%)
(°C) (grados)
110 67 +2 33104
120 70 3 2212
140 80 14 1.7£0.8

n=10, * desviacion estandar.

Como se puede observar el polimero es hidrofébico y el angulo de contacto en
agua aumenta segun se incrementa el grado de curado, ya que al aumentar el
grado de entrecruzamiento se disminuye el numero de OH libres en sus cadenas,
lo cual resta hidrofilicidad al material. Los datos obtenidos no concuerdan con lo
reportado (Wang et al. 2002), quien menciona un angulo de contacto de 32°, éstos
es debido a que como se demuestra en la seccion de ensayos mecanicos los
materiales obtenidos en este trabajo se encuentran mas entrecruzados por lo cual
poseen un menor nimero de grupos OH y COOH libres con respecto al de Wang,
dando como resultado un aumento en el angulo de contacto. Los resultados
obtenidos concuerdan con los obtenidos en un estudio previo (Patel, et al. 2011),

quien menciona un angulo de contacto de 77.5° para el PGS.

En relacion directa a la hidrofilia del PGS sintetizado también se pudo observar
que la absorcion de agua disminuyé conforme el PGS estaba mas entrecruzado
variando de un 3.4% hasta 1.8%. Se puede observar que el error en el porcentaje
de absorcion de agua en el material curado a 120 °C es muy grande, esto se debe
a el método utilizado para su medicion, en el cual, los materiales, después de ser
remojados en agua destilada durante 24 h, se volvieron pegajosos por lo que se

pudo perder masa al pesar las muestras.
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Figura 3.10 Espectros FTIR del valproato de sodio (Alsarra et al. 2005) a), y del PGS modificado con
diferentes porcentajes de valproato b).

El espectro de IR del PGS modificado fue similar a los del PGS. Sin embargo, el
cambio mas importante se observo en la absorcién a 1560 cm™, el cual, como
podemos ver en la figura 3.9 a), es un pico caracteristico del valproato de sodio
que es atribuible a la vibracién de estiramiento del carbonilo del carboxilato
interactuando con un cation de Na presente en la sal (Alsarra et al. 2005) (G.
Petrusevski et al. 2008). Por otro lado, la banda amplia a aproximadamente 3500
cm™, correspondiente al estiramiento de los grupos OH, se traslapa segun se
aumenta la cantidad agregada de valproato, lo cual sugiere algun tipo de
interaccion quimica entre las cadenas de valproato y de PGS.
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Tabla 3.8 Propiedades mecanicas de materiales modificados

. . Médulo de Resistencia Deformacién
Porcentaje/Propiedad
Young (MPa) Maxima (MPa) Maxima (%)
0% 1.60 £0.09 0.38+0.12 254+18
5% 1.7510.24 0.48 £ 0.05 41.6+5.2
10 % 27101 043+0.05 38277
15 % 85118 1.14+0.36 48 + 18

n= 5, + Desviacién estandar.

Una posible razén por la que los materiales modificados presentan mayor médulo
de Young y capacidad de deformacién, es que el valproato tiene un efecto de
relleno en el material, por lo cual sus moléculas actian como particulas que
dificultan la movilidad de las cadenas poliméricas y reducen la cantidad de
cadenas que pueden ser facilmente extendidas en el PGS (Liang et al. 2010). Este
comportamiento se ha observado en compositos a base de elastdmeros
reforzados con nano particulas de silicon, e incluso en materiales reforzados con
particulas en el orden de micrébmetros como lo es el bio-vidrio. Segun estos
resultados, éste es el caso de las moléculas de valproato que se encuentran en la
red tetraédrica formada por las moléculas del PGS, sin presentar una alta

interaccion quimica entre ellas como se observé por FTIR.

El material modificado con 10 % de valproato es el material modificado con menor
capacidad de deformacion (sin llegar a ser significativo p>0.05), posiblemente
debido a que las moléculas d valproato reaccionan con el glicerol en una
proporcion que favorece el aumento en la rigidez de las cadenas que el efecto de

relleno.

3.9.3 Viabilidad celular evaluada por MTT.
Esta prueba se realizé con el fin de conocer la viabilidad de linfocitos cuando son
expuestos al material obtenido de la modificacién del PGS con el valproato. Los

resultados obtenidos en este analisis se pueden ver en la grafica de la figura 3.12.
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particular, pero en ninguno de los casos se registro una disminucién significativa
de la actividad mitocondrial. El andlisis estadistico, confirma la interpretacion de

que no hay toxicidad del valproato en ninguno de los materiales.

Aunque, en esta prueba no se detectd toxicidad, es conveniente llevar a cabo mas
pruebas para corroborar la ausencia de citotoxicidad y de genotoxicidad (dafio al
material genético) tanto del PGS como de los materiales modificados para su uso

como guia nerviosa.
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TRABAJO FUTURO.

Una vez finalizada la caracterizacién del PGS y habiendo modificado éste con
valproato de sodio, conviene completar la caracterizaciéon del material modificado,

para lo cual se sugieren los siguientes analisis:

e Estudios de densidad, hinchamiento, contenido de fraccién soluble y
densidad de entrecruzamiento.

¢ Difraccién de rayos-X.

¢ Microscopia electrénica de barrido (SEM-EDX), con lo que se busca
conocer la dispersién del valproato en la matriz del PGS y la presencia de
sodio aportado por el valproato.

¢ Degradacién en solucion amortiguadora de fosfatos.

e Pruebas de citotoxicidad para células de Schwann.

¢ Pruebas de cinética de liberacion del valproato.

e Creacion de una guia para regeneracion nerviosa a base de Poli(glicerol

sebacato) modificado con valproato de sodio.
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