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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto que tiene el grado de entrecruzamiento de las
moléculas de gelatina de membranas electrohiladas sobre su resistencia a la
degradacion, resistencia a tension y caracter hidrofilico. Para ello se fabricaron
peliculas de gelatina con la técnica de electrohilado a partir de una solucion de
gelatina en trifluoroetanol (TFE). Estas membranas fueron entrecruzadas con
glutaraldehido (GTA) colocandolas en un ambiente de vapor de GTA y dejandolas
reaccionar por distintos periodos de tiempo: 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 horas. Después
de retirar las membranas, fueron lavadas durante una hora para eliminar residuos
de GTA 'y del solvente utilizado para el electrohilado. Las propiedades quimicas de
las membranas fueron estudiadas por un analisis FTIR, el caracter hidrofilico
mediante el &ngulo de contacto con la técnica de semiangulo, la resistencia a la
degradacion se estudié con una prueba de pérdida de masa, en la cual se cortaron
las peliculas en muestras de 1 cm? y fueron puestos en fosfato bufer salino (PBS) y
se mantuvieron a 37 °C en una incubadora. Las muestras fueron retiradas después
de 1, 2, 3, 4, 5y 6 semanas y se calculdé la pérdida de masa. El grado de
entrecruzamiento se estim6 por medio de un ensayo de ninhidrina en el cual se
midi6 la absorcién de ondas UV a 570 nm. Las membranas no presentaron cambios
quimicos ni en su caracter hidrofilico después del entrecruzamiento, tanto la
resistencia a la tension como la resistencia a la degradacion incrementaron

directamente con el grado de entrecruzamiento.



ABSTRACT

In this work was studied the effect of the crosslinking-degree on the
degradation resistance, stress strength and hydrophilicity of electrospinned gelatin
membranes. Gelatin films were elaborated by electrospinning from a solution of
gelatin in trifluoroetanol (TFE). This membranes were crosslinked with
glutaraldehyde (GTA) in an environment filled whit GTA vapor and reacting by
different time periods: 3, 6, 9, 12, 24, 48 and 72 hours. After that, the membranes
were rinsed by 1 hour to remove waste from the GTA and TFE. The chemical
properties of the membranes were studied by a FTIR analysis, the hydrophilicity by
contact angle with the half angle method, the degradation resistance was studied
with a loss of mass test, samples of 1 cm? where cut from the membranes and placed
in an incubator at 37 °C within a phosphate-buffered saline (PBS) médium. Samples
were withdrawn after 1, 2, 3, 4 ,5 and 6 weeks and the mass loss was calculated.
Crosslinking-degree was estimated by a Ninhydrin assay with absorbance of UV
radiation at 570 nm. The membranes didn't show chemical changes after
crosslinking, both the stress strength and degradation resistance were improved with

the increase in the crosslinking-degree.



INTRODUCCION

La ingenieria tisular es un campo de estudio con el potencial de reparar y
crear tejidos y érganos [1]. Esto se lleva a cabo combinando los principios de las
ciencias de la vida con los de ingenieria, para crear materiales y técnicas que
ayuden a reparar, reemplazar, mantener o mejorar tejidos y érganos enfermos o
dafados [2].

Uno de los principales puntos en el que se basa la ingenieria tisular, es utilizar
un andamio o soporte al que se le siembran células y moléculas biolégicamente
activas biologicamente. [3]. Las caracteristicas que debe reunir un buen andamio
son: 1) tener poros interconectados que permitan el suministro de nutrientes y
metabolitos y que permitan el crecimiento celular; 2) el tamafio del poro debe ser de
5 a 10 veces el diametro de la célula; 3) la superficie del andamio debe favorecer la
adhesion, diferenciacion y proliferacion celular; 4) el material con el que es
elaborado debe tener un tiempo de degradacion apropiado que permita que el tejido

reemplace eventualmente al andamio [4].

La ingenieria tisular puede aplicarse en la regeneracion de varios érganos
vitales, entre ellos la piel, el 6rgano mas extenso del cuerpo. La piel, entre muchas
funciones complejas incluyendo la respuesta inmune, brinda proteccién contra el
medio ambiente [5]. La pérdida o el dafio de grandes porciones de esta barrera son
perjudiciales para la salud y pueden llegar a provocar la muerte. Es evidente que en
heridas extensas se requiere una barrera que brinde la proteccion que cumple la
piel y ayude en su recuperacion. Una de las técnicas mas populares recientemente,
es cubrir la herida con un andamio biocompatible, el cual sirve de barrera protectora
a la vez que promueve la regeneracion del tejido cutaneo en la zona. Estos
andamios pueden ser elaborados con polimeros biocompatibles, entre ellos el
colageno y la gelatina, pues el coldgeno esta presente en la matriz extracelular de
la dermis y la gelatina es obtenida de la desnaturalizacion del primero, por lo que

resultan dtiles como materiales para andamios en la regeneracion de tejidos [6, 7].



Uno de los principales problemas, tanto del colageno como de la gelatina es
que se degradan rapidamente en el cuerpo por hidrélisis y la accién de enzimas
como las proteasas [8]. Las matrices deben ser estabilizadas al ser implantadas
para su uso a tiempos largos, esto se logra realizando un entrecruzamiento

molecular en las macromoléculas de la gelatina [9, 10].

El tratamiento con glutaraldehido ha sido utilizado ampliamente ya que es
rapido, barato y eficiente, sin embargo, se incorpora a su estructura y puede ser
liberado al degradarse por hidrélisis, ademas moléculas glutaraldehido residual
pueden quedar adheridas en el material y reaccionar con las células, lo que causa
incompatibilidad, inflamacion, limitar el crecimiento celular y citotoxicidad. Debido a
lo anterior es importante incorporar la menor cantidad de glutaraldehido posible en
los andamios, pero que sea lo suficiente para darle la estabilidad necesaria para su

uso en ingenieria tisular [11].

Tanto el colageno como la gelatina presentan una resistencia mecanica baja,
por esta razdn suele agregarse otro polimero biocompatible al andamio que le
brinde la resistencia mecénica necesaria para su uso [12]. En este trabajo se
consideré el uso de un andamio electrohilado bicapa de PCL/Gelatina como aposito
para la regeneracion de tejido cutaneo, la gelatina se entrecruzé con glutaraldehido
utilizando diferentes tiempos de entrecruzamiento. Debido a que el tiempo de
degradacion de la PCL es de alrededor de 2 afios en fosfato buffer salino (PBS) a
37 °C (pH = 7.4), el estudio se centr6 en la gelatina y como afecta el grado de

entrecruzamiento su tiempo de degradacion.



Capitulol.  MARCO TEORICO

1.1. Ingenieria Tisular

La ingenieria tisular es un campo de estudio con el potencial de reparar y
crear tejidos y organos [1]. Esto se lleva a cabo combinando los principios de las
ciencias de la vida con los de ingenieria, para crear materiales y técnicas que
ayuden a reparar, reemplazar, mantener o mejorar tejidos y 6rganos enfermos o
dafiados [2]. Los avances en ésta area involucran investigaciones en mdltiples
disciplinas, incluyendo la biologia celular, biomateriales, imagenologia y

caracterizacion de superficies e interaccion celular [13].

Las estrategias generales adoptadas por la ingenieria tisular pueden ser
clasificadas en tres grupos: 1) Implante de células aisladas o células sustitutas en
el organismo; 2) Suministro de sustancias inductoras de tejido; 3) Colocar células
en diferentes matrices con sustancias activas (Figura 1.1). La Ultima estrategia es
la més frecuentemente asociada con la ingenieria tisular. El disefio y la fabricacion

de andamios son las areas principales de la ciencia de biomateriales [13].

COMPONENTE CELULAR

SOPORTE MATERIAL

BIOMATERIAL

OC ' -

ADITIVOS ACTIVOS

PACIENTE PACIENTE
ENFERMO SANO
REGENERACION TISULAR

Figura 1.1. Esquema de los componentes de un andamio en ingenieria tisular [14].



La funcién del andamio es brindarle una zona de anclaje, proteccion y un
ambiente en el cual las células puedan desarrollarse, asi como direccionar su
crecimiento. Las células contenidas en el andamio deben ser capaces de
diferenciarse en células especificas del tejido que se requiere, por esto,
generalmente son utilizadas células madre. Las sustancias inductoras de tejido, en
general son factores de crecimiento, su funcién es estimular a las células a que
proliferen y se diferencien adecuadamente para formar el tejido requerido. Las
caracteristicas del andamio son cruciales para la creacion de tejidos y 6rganos de

formas y tamafos deseados [3].
Porosidad y tamafio de poro

La estructura porosa del andamio es un factor muy importante, pues gobierna
la difusion de nutrientes, eliminacion de sustancias de desecho, exclusién de
materiales o células, transporte de proteinas y migracion celular [15]. El tamafio del
poro minimo suele estar determinado por el diametro de las células, que varia por
cada tipo de célula. Si los poros son demasiado pequefios, las células podrian no

penetrar en el andamio y si son demasiado grandes podrian no adherirse [16].

El tamafio de poro ideal, es un tema que aln se encuentra en debate, sin
embargo, algunos autores sugieren que debe ser de 5 a 10 veces el diametro de la
célula, para permitir que ésta pueda anclarse adecuadamente [4]. Diversos estudios
proponen gue el tamafio de poro éptimo para la neovascularizacion de un tejido es
de 5 um. Mientras que para la proliferacion de fibroblastos se requiere de un tamafio
entre 5y 15 pm.

Biodegradabilidad

El material para fabricar un andamio en ingenieria tisular debe ser elegido de
forma que se degrade a una velocidad controlada, al mismo tiempo que las células
del tejido especifico implantadas se propaguen, reproduzcan y desarrollen. Si la
degradacion del material libera subproductos acidos de forma masiva en el cuerpo,

y la capacidad el tejido de eliminar estos subproductos es baja, ya sea por la pobre



vascularizacién o una baja actividad metabdlica, puede conducir a perturbaciones

temporales en el organismo, como una reaccion de inflamacion [15].

La velocidad de degradacion del andamio puede ser afectada por diversos
parametros: la naturaleza y cantidad de enlaces que pueden ser rotos por hidrolisis
o la accién de enzimas, el grado de hidrofilicidad de la superficie, la presencia y

cantidad de zonas tanto cristalinas como amorfas, entre otras [16].
Propiedades mecanicas

Un andamio ideal debe ser mecanicamente estable y capaz de cumplir su
funcion biologica en el sitio de implantacion, la matriz extracelular rodea a las células
para proveerles soporte mecanico y regular la actividad celular. La estabilidad
mecanica depende principalmente de la seleccidén del biomaterial, la arquitectura
del disefo y las interacciones entre las células y el material. El fin del disefio de
andamios es producir una estructura ideal que pueda reemplazar la matriz
extracelular hasta que las células puedan repoblar y sintetizar una nueva matriz
natural [17].

Muchas células se extienden, adhieren y sobreviven mejor en matrices
rigidas (E > 50 Pa). Sin embargo, no todos los tipos de células parecen ser sensibles
a la rigidez del sustrato. Se ha demostrado en diferentes estudios que los
fibroblastos generan una mejor adhesion y desarrollan una morfologia mas amplia
y extendida en sustratos rigidos que en sustratos flexibles. También se demostré

gue las células migran preferentemente de un sustrato flexible a uno rigido [18,19].

Existen posturas que afirman que los andamios deben poseer caracteristicas
mecanicas muy similares a la matriz extracelular que van a sustituir [20,21], pero

este es un tema que aun se encuentra en debate.

1.2. Electrohilado

El electrohilado es un método simple y econémico para producir fibras largas
y uniformes. Puede utilizarse con casi cualquier polimero o mezcla de polimeros

solubles para crear nanofibras. Las nanofibras proporcionan una alta relacion de

7



area superficial a volumen, alta porosidad y baja densidad, que son factores
importantes en el disefio de andamios para la ingenieria tisular [22].

En la Figura 1.2 se muestran los componentes principales de un equipo de
electrohilado. El proceso consiste en inducir a una solucion de polimero a vencer
las fuerzas de tension superficial a la salida de un capilar, mediante la aplicacion de
un campo eléctrico. Esto genera la formacion de un chorro liquido de particulas
cargadas, el cual se estira y sale disparado a través del campo eléctrico, el solvente
se evapora durante este trayecto y segmentos de fibras son depositados en un
colector [22,23].

Bombu

Infusora

Plato colector

=

Fuente de Alte Voltaje

Capilor

Figura 1.2. Componentes de un equipo de electrohilado [24].

Los andamios de nanofibras electrohiladas poseen alta porosidad
(generalmente en un intervalo de 70 a 90 %), el principal problema de la técnica de
electrohilado es su baja capacidad para formar estructuras tridimensionales,
ademas de una baja infiltracién celular en las capas mas profundas. A pesar de
esto, recientemente se ha reportado que las células pueden organizarse y adherirse
bien alrededor de fibras con diametros mucho méas pequefios que el de las células
[25].

En la Tabla 1.1 se muestran los pardmetros que deben ser tomados en

cuenta en el electrohilado y el efecto que tienen sobre la formacion de las fibras.



Tabla 1.1. Pardmetros del proceso de elctrohilado y su efecto [26). (T) Incremento, () Disminucion.

PARAMETRO

EFECTO

VOLTAJE

Fibras gruesas, glébulos, distorsién del

chorro.

Poco impulso, las fibras no llegan al

colector.

RAPIDEZ DE INYECCION

Fibras mas gruesas y glébulos con mayor

tamaio.

Mayor tiempo para evaporacion del

solvente.

DISTANCIA

Mayor estiramiento de la solucién,
obteniendo fibras mas delgadas. Las fibras
pueden romperse por su propio peso,

aparicion de glébulos.

Fibras mas gruesas. Aparicion de glébulos.

CONCENTRACION

Mas viscosidad dificulta el paso de la
solucién a través del capilar y puede

obstruirlo.

El chorro se rompe y no se generan fibras.

CONDUCTIVIDAD

Mayor estiramiento del chorro, genera

fibras mas delgadas.

Menor estiramiento del chorro, genera

fibras mas gruesas.

CONSTANTE DIELECTRICA
DEL SOLVENTE

Reduce la formacién de glébulos y el

didmetro de las fibras.

Aumenta la formacién de glébulos y el

didmetro de las fibras.

TENSION SUPERFICIAL

Propicia la aparicién de glébulos en las

fibras.




La masa molar de los polimeros tiene un efecto importante en las
propiedades de las soluciones preparadas y afectan la morfologia de las fibras
obtenidas. El electrohilado se utiliza con polimeros de alta masa molar, ya que éstos
proporcionan una viscosidad adecuada para la creacion de las fibras. Al utilizar
polimeros de muy baja masa molar, suelen obtenerse grumos en lugar de fibras, sin
embargo, se ha reportado la obtencién de fibras con polimeros de baja masa molar
y se han empleado diversas técnicas para tratar con estos polimeros, como el uso
del electrohilado simultaneo en el que un polimero de alta masa molar recubre a

otro de baja masa molar, con la posterior eliminacion del primero [27].

1.3. Gelatina

Las proteinas estan conformadas por una estructura molecular constituida
fundamentalmente por cadenas polipeptidicas, que estan formadas por la unién
repetida de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos determina la estructura
tridimensional Unica y la funcion especifica de cada proteina. El enlace péptido se

muestra en la Figura 1.3.

A

Figura 1.3. Estructura el enlace péptido.

N
H

Los aminoécidos se diferencian uno de otro por el sustituyente R; en la Tabla
1.2 se presentan los aminoacidos componentes de la gelatina y su presencia en una
molécula de gelatina. Cuando los aminoécidos se unen para formar la cadena
polimérica, dan lugar al enlace péptido, este enlace es desde el punto de vista
guimico, una amida. El grupo peptidico produce hasta nueve bandas caracteristicas
en los espectros infrarrojo, llamadas: A, B, I, II, lll, IV, V, VI y VII. Las bandas Amida

I y Amida Il son las principales de los espectros IR en las proteinas.
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Tabla 1.2. Componentes de la gelatina [28].

Aminoécido
Glicina
Prolina

Hidroxiprolina

Acido gultamico

Alanina
Arginina
Asparagina
Lisina
Serina
Leucina
Valina
Fenilalanina
Treonina
Isoleucina
Hidroxilisina
Metionina
Histidina

Tirosina

Presencia (%)

21

12

12

10

<1

<1

La gelatina es un biopolimero ampliamente usado debido a varias de sus

propiedades, como su origen biolégico, no inmunogenicidad, biodegradabilidad,

biocompatibilidad y disponibilidad comercial a un costo relativamente bajo. En la
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industria farmacéutica es usado en selladores, portadores para liberacion de
farmacos, vendajes, etc. [10,29].

La gelatina es una proteina obtenida de la desnaturalizacion por calor e
hidrolisis del colageno, que es la proteina estructural mas abundante de los
mamiferos. Las propiedades del material varian dependiendo de la fuente y el
proceso de obtencion [29]. La estructura de triple hélice caracteristica del colageno
es perdida durante la preparacion de la gelatina, como se ejemplifica en la Figura
1.4, pero puede volver a formarse debajo de la temperatura de fusion. La rigidez de
las peliculas y los geles de gelatina estan intimamente ligados al nivel de
renaturalizacion [30]. Es rica en dominios que se enlazan a los receptores
superficiales de las células y a otras proteinas de la matriz extracelular, como las
fibronectinas, siendo asi un excelente substrato para la adhesion celular [10]. Es un

polimero rigido, sus principales caracteristicas se presentan en la Tabla 1.3.

Colageno Gelatina

Figura 1.4. Desnaturalizacion del coldgeno y formacion de la gelatina [7].

En general existen dos tipos de gelatina: tipo A y B, su principal diferencia es
el punto isoeléctrico (IEP). Esta propiedad es determinada por los tratamientos y el
proceso por el cual se obtiene la gelatina. Las gelatinas tipo A (tratamiento acido)
presentan un IEP entre 6 — 9.5. Las gelatinas tipo B (tratamiento alcalino) tienen un
IEP entre 4.5 — 5.6. Difieren en la presencia o numero de ciertos aminoacidos,

debido a los tratamientos, lo cual hace que tengan mas o menos grupos carbonilos.
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Tabla 1.3. Propiedades de la gelatina a tension [31].

Temperatura de Modulo elastico Elongacion
descomposicion (GPa) (%)
(°C)
~ 269 0.2 20.7

Uno de los problemas, tanto del colageno como de la gelatina es que son
altamente solubles en medios acuosos y se degradan rdpidamente en el cuerpo
debido a la hidrdlisis (el proceso se muestra en la Figura 1.5) y la accion de enzimas
como las proteasas [8]. Las matrices deben ser estabilizadas al ser implantadas
para su uso a largos tiempos, esto se logra realizando un entrecruzamiento

molecular en las macromoléculas de la gelatina [9,10].

H H H
| | & . | 4 ©
C—N—C—C - N—Cc—C
| OH - | “OH
R H R
Péptido Aminoacido

Hidrdlisis del enlace péptido

Figura 1.5. Proceso de hidrdlisis del enlace péptido de las proteinas [32].

Estabilizacion de las fibras

El entrecruzamiento es un proceso en el que las cadenas de un polimero
guedan unidas entre si por la formacion de enlaces covalentes cruzados, generando

enlaces quimicos que antes no existian en el polimero, como se muestra en la
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Figura 1.6. Se han empleado distintos métodos para conseguir el entrecruzamiento
de la gelatina: quimico, enzimatico y fisico. El tratamiento quimico con
glutaraldehido ha sido utilizado ampliamente ya que es rapido, barato, eficiente y
disponible ampliamente [33]. Otra forma de realizar el entrecruzamiento es
utilizando radiacién ultravioleta, radiacién y y haces de rayos X, sin embargo, éstos
métodos so6lo modifican la superficie de la gelatina y su uso prolongado puede

causar desnaturalizacion y ruptura de sus moléculas [7].

Figura 1.6. Cadenas poliméricas entrecruzadas.

El entrecruzamiento de gelatina con glutaraldehido involucra la reaccion de
grupos libres amino de aminodacidos de lisina e hidrolisina, asi como residuos de la
cadena polipéptida con los grupos aldehido del glutaraldehido, esto se ilustra en la
Figura 1.7. Las aminas primarias reaccionan con los aldehidos para formar iminas.
El mecanismo de la reaccion se inicia con la adicion nucleofilica de la amina al grupo
carbonilo. A continuacion, la protonacion del oxigeno, seguida de la desprotonacion
de la amina, conduce a un producto inestable denominado carbinolamina que se

convierte finalmente en la imina por protonacion seguida de pérdida de agua [13].

/\I/\/\l/\ /D /N NH2

NH2 NH> +
-
NH; NH_ + H20

/\)\/\/l\ Yo \)\/\/t/

Figura 1.7. Reaccion del glutaraldehido con la gelatina.
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Toxicidad del GTA

El entrecruzamiento de gelatina con GTA tiene el inconveniente que éste es
incorporado a su estructura y las moléculas que no han reaccionado pueden causar
incompatibilidad, inflamacion, limitar el crecimiento celular y citotoxicidad [7,9,10].
La citotoxicidad puede ser debida a los grupos aldehido que permanecen activos
después del proceso de entrecruzamiento y a la liberacion de moléculas de GTA del

material al degradarse.

En la literatura se ha reportado que los efectos citotoxicos por glutaraldehido
han sido en general, debido a la utilizacion de altas concentraciones (3 ppm o 64
mg de GTA por gramo de polimero) [34,35]. En diversos estudios se determiné que
el uso de glutaraldehido en bajas concentraciones puede ser ignorado,
demostrando con pruebas de cultivo celular in vivo que las células son capaces de
desarrollarse en andamios entrecruzados con GTA [36,37]. También se ha sefialado
gue secar en horno de vacio durante algunas horas, realizar lavados con agua
destilada y neutralizar los grupos aldehido con glicina, son métodos efectivos para
eliminar los residuos de GTA y los grupos aldehido sin reaccionar después del
entrecruzamiento [36,37].

Ulubayram et al., reportan que al incrementar la concentracion de GTA en
un 100% para entrecruzar esponjas de gelatina, hubo una disminucién significante
en la proliferacién celular y concluyeron que es importante controlar la cantidad de
GTA que es incorporado al material [38]. Bigi et al., midieron la liberaciéon de GTA
en peliculas de gelatina entrecruzada utilizando concentraciones de 0.125% a 2.5%
(m/m), después de 2 semanas las peliculas entrecruzadas con 2% y 2.5% liberaron
1% de GTA, en las peliculas entrecruzadas con menores concentraciones no

encontraron liberacion de GTA [39].

Determinacion del grado de entrecruzamiento

El grado de entrecruzamiento es la cantidad de enlaces intermoleculares
generados a partir de los sitios reactivos, depende de la cantidad de agente

entrecruzante presente y el tiempo de reaccion. Se han empleado distintas pruebas
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para determinar el grado de entrecruzamiento, como medir el grado de
hinchamiento, cambios en las propiedades mecanicas o térmicas y el conteo de los

sitios reactivos [40—43].

Para determinar el grado de entrecruzamiento en la gelatina, el método que
mas se ha utilizado es el conteo de los grupos amina libres por absorcion de
radiacion ultravioleta. Se utiliza un ensayo de Ninhidrina, el cual es ampliamente
utilizado para determinar grupos amina en proteinas. Este ensayo consiste en poner
en contacto una solucion de Ninhidrina con la gelatina, los grupos amina libres
reaccionan y pintan la solucién con un color azul-morado, mientras mas grupos
amina se encuentren disponibles para la reaccion, el color sera mas intenso. Esta
solucion absorbe radiacion ultravioleta con una longitud de onda de 570 nm [44],
[45].
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HIPOTESIS

El aumento del grado de entrecruzamiento de andamios hechos de gelatina
electrohilada, ocasiona un aumento en el tiempo de degradacion del andamio,
entonces, debe haber un valor de entrecruzamiento de la gelatina, para el cual el
cambio del tiempo de degradacion disminuye y, posteriormente tendera a un valor
constante. Esto permitira reducir la cantidad de GTA afiadido a la gelatina para que
se lleve a cabo su entrecruzado vy, facilitara la eliminacién residual de GTA de la

misma.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto del grado de entrecruzamiento de peliculas de gelatina
electrohilada usando glutaraldehido como agente entrecruzante, en su resistencia

a la degradacion in vitro.
Objetivos especificos

e Entrecruzamiento de las fibras de gelatina con glutaraldehido.
e Caracterizacion quimica y superficial de las peliculas.
o FTIR ATR. Determinacion de cambios en la estructura quimica de las
peliculas.

o Angulo de contacto. Determinacién del caracter hidrofilico de las

peliculas utilizando la técnica de semiangulo.
e Determinacion del grado de entrecruzamiento de las peliculas por medio de
un ensayo de Ninhidrina, utilizando la metodologia de Dash et al. [42].
e Caracterizacion mecénica de las peliculas.

o Resistencia mecanica. Determinacion del médulo elastico por ensayo

de esfuerzo-deformacion a tension.
e Estudio de degradacion. Pruebas de pérdida de masa en buffer fosfato salino
(PBS) a 37°C y 7.4 pH, utilizando la metodologia de Bigi et al. [39].
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Capitulo 2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. Materiales
Los andamios fueron elaborados con gelatina tipo A de piel de cerdo usando
trifluoroetanol (TFE) como solvente (Pureza > 99%). Se utilizé glutaraldehido (GTA)
al 25% en agua como agente entrecruzante. También se utilizaron Carbonato de
Sodio (Pureza > 99.5%) para eliminar el solvente residual y Glicina (Pureza 99%)
para desactivar los grupos aldehidos sin reaccionar. Todos los materiales fueron

comprados de la marca Sigma Aldrich ®.

2.2. Metodologia

En la Figura 2.1 se presenta un esquema que resume las etapas generales
de la metodologia utilizada este trabajo.

Metodologia

Fabricaciéon de
andamios
electrohilados

Entrecruzamiento de
las fibras

D Y I .

L Pruebas de los EEETRER ¢ Estudio de

Caracterizacion grado de .
degradacion

andamios .
entrecruzamiento

Superficial (Angulo Resistencia Ensayo de Prueba de pérdida

de contacto) E’waas?é"r:w? Ninhidrina de masa en PBS

Quimica (FTIR)

Figura 2.1. Esquema de las etapas generales del desarrollo de la parte experimental.
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2.3. Fabricacion de los andamios electrohilados

El procedimiento que se siguid para fabricar los andamios se explica a

continuacion. Se prepard una solucion de gelatina en TFE a una concentracion de

10% (m/v) y se dejé en agitacibon magnética durante 24 horas a temperatura

ambiente (25° C). La solucién se colocé en una jeringa de 10 ml y se electrohild

durante 8 horas en un colector plano, utilizando los pardmetros de la Tabla 2.1 [13].

Voltaje (kV) Distancia al colector Rapidez de inyeccidn Diametro inferior de
(cm) (ml/h) la aguja (mm)
10 15 0.8 0.9

Tabla 2.1. Pardmetros de electrohilado.

2.4. Entrecruzamiento de las fibras de gelatina

El procedimiento de entrecruzamiento de los andamios electrohilados se

llevo a cabo de la siguiente forma:

1.

Se colocaron los andamios de gelatina en un desecador junto con un vial que
contenia 10 ml de una solucion de glutaraldehido al 25% (m/m) en agua.

El desecador fue sellado a vacio usando una bomba y se mantuvo a
temperatura ambiente (25° C).

Los andamios permanecieron en el desecador 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 horas
para ser entrecruzados con los vapores del GTA.

Después del tiempo de exposicion, el desecador fue abierto en una campana
de vacio, se retiré el vial con la solucién de GTA y se dejaron secar los
andamios en la campana durante 2 horas.

Posteriormente se lavaron los andamios con agua destilada hasta alcanzar
un pH neutro y se dejaron secar al aire.

Finalmente los andamios fueron colocados en un horno de vacio a 37° C

durante 48 horas.
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2.5. Inactivacién de los grupos aldehido

Los andamios entrecruzados fueron colocados en una solucion acuosa de
glicina al 0.2 M durante una hora a 24 °C. Posteriormente fueron lavados con 150
ml de agua destilada durante una hora. Finalmente los andamios fueron secados en

un horno de vacio durante 48 horas a 37 °C.

2.6. Eliminacién del solvente residual

Se colocaron los andamios entrecruzados con GTA en una solucién acuosa
de Na2COs al 5M, durante 3 horas a 24 °C. Posteriormente, los andamios fueron

lavados con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro.
2.7. Caracterizaciones

2.7.1. Espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR)

Este estudio se realizé a los andamios con el fin de visualizar algiin cambio
quimico en la estructura después del entrecruzamiento. Se llevé a cabo mediante la
técnica de reflexion total atenuada (ATR, Attenuated Total Reflectance). Se utilizé
un espectrémetro de infrarrojo (Nicolet 8700), en el cual se colocaron los andamios
en un cristal selenuro de zinc (ZnSe), en un intervalo de 600 cm™ a 4000 cm%, con

10 barridos a una resolucion de 1.928 cm.

2.7.2. Caracterizacion morfologica

La caracterizaciébn morfolégica de los andamios fue realizada utilizando un
microscopio electrénico de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy) JEOL
JSM-6360LV a un voltaje de 25 kV. Se cortaron cuadrados de 1 cm? de los andamios
y fueron recubiertos con una capa fina de particulas de oro durante 60 segundos

para hacer a las muestras conductoras.

2.7.3. Caracterizacion superficial

Se realiz6 mediante la técnica de angulo de contacto. Las pruebas se
realizaron en un medidor de angulo de contacto “Tantec’s Cam Plus Micro”, que

utiliza la técnica del semiangulo. Una gota de agua desionizada de 5 ul fue aplicada
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con una pipeta Pasteur a muestras de 3 cm?. Para cada muestra, se realizaron 8

mediciones en los 10 segundos posteriores a que se colocé la gota.

2.74.

Distribucion de diametros

Se llevo a cabo utilizando un método manual, utilizando el programa de

analisis de imagen “ImagedJ” con las imagenes obtenidas por SEM de la siguiente

manera:

7.

2.7.5.

Se correlacioné el valor de la barra de escala en um de la micrografia
con el numero de pixeles que detecta el programa.

Se traz6 una rejilla para orientarse en laimagen, de 5 um? por division.
Se convirtié la imagen a una imagen binaria, para tener mayor
contraste.

Se realiz6 un aumento de entre 4000 y 5000 ampliaciones.

Se seleccioné una fibra dentro del primer cuadro de la rejillay se midio
la distancia entre ambos lados perpendicular al eje de la fibra.

Se realizaron 100 mediciones del punto anterior.

Se obtuvo el promedio de las mediciones.

Prueba de degradacion

El proceso que se utilizé para esta prueba se resume a continuacion:

1. Se cortaron muestras de los andamios de aproximadamente 1 cm?,

2. Las muestras fueron secadas durante 48 h en un horno de vacio a 37 °C.

3. Se midié la masa inicial de las muestras (Wi) en una balanza de 4

decimales.

4. Se colocaron las muestras en un vial y se afiadieron 5 ml de fosfato buffer

salino (PBS) a un pH de 7.4, el cual se renové cada semana.

5. Se pusieron los viales en una incubadora a 37 °C. Después de 7, 14, 21,

28, 35y 42 dias se retiraron las muestras de la incubadora. Las muestras

fueron lavadas con agua destilada y se dejaron secar a temperatura

ambiente (25 °C) durante 24 horas.
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6. Posteriormente, se secaron las muestras en un horno de vacio a 37 °C
durante 48 horas.
7. Se midi6 la masa final (Wr) de las muestras. Se realizaron 10 réplicas por

cada tiempo ensayado.

La degradacion de la gelatina se calcul6 determinando el porcentaje de
pérdida de masa de cada una de las muestras se obtuvo a partir de la siguiente

ecuacion:

Porcentaje de pérdida (%) = W}c 100 (1)
2.7.6. Determinacion del grado de entrecruzamiento

El grado de entrecruzamiento fue medido utilizando un ensayo de Ninhidrina

gue se realizd de la siguiente manera [42]:

1. Se preparé una solucion de Ninhidrina en etanol en una concentracion de
1.5 % ml/v, se agitdé manualmente hasta que la solucion quedo uniforme.

2. Se cortaron pedazos de 25 mm? de los andamios, se pusieron en viales
hasta alcanzar 5 mg y se le agreg6 1 ml de la solucién de Ninhidrina.

3. Los viales fueron calentados a 80 °C durante 25 minutos a bafio maria, al
terminar se dejaron enfriar durante 1 hora a temperatura ambiente (25 °C).

4. Se diluyé la solucion obtenida con 8 ml de agua destilada. Se midi6 la
absorbancia de UV a 570 nm de la solucién de cada muestra utilizando un
equipo UV/VIS Spectrometer.

Se hicieron 10 repeticiones por cada tiempo de entrecruzamiento de los
andamios. El grado de entrecruzamiento se calculd con la siguiente férmula,

utilizada por Dash et al., y Huang et al. [42,46]:

Grado de entrecruzamiento (%) (2)

Absorbancia de la muestra entrecruzada
= [ - ( - >] x 100
Absorbancia de la muestra no entrecruzada
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2.7.7. Resistencia mecanica

Las propiedades mecanicas de los andamios fueron determinadas utilizando
una maquina de pruebas universal (Autograph AGS-X de Shimadzu) de la siguiente

manera:

1. Utilizando cinta adhesiva doble cara, los andamios fueron colocados en
soportes en forma de marco de carton.

2. Las dimensiones de las muestras fueron de 2 cm de largo y 1 cm de ancho,
medidos con un vernier digital marca y modelo MITUTOYO 500-196-20 de
0.01 mm de resolucion.

3. Los ensayos se llevaron a cabo utilizando una rapidez de deformacion de 5
mm/min, utilizando una celda de 100 N y temperatura ambiente (25 °C).
Cinco muestras se ensayaron para cada tipo de membrana electrohilada.

4. Las curvas de esfuerzo-deformacion se representaron graficamente y se
estimo el modulo elastico mediante la determinacién de la pendiente de la

zona elastica de las curvas.
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Capitulo 3. RESULTADOS

3.1. Obtencidn de los andamios de gelatina electrohilada

A continuacién se presentan las imagenes SEM de fibras de gelatina de un
andamio electrohilado, asi como el histograma de distribucién de diametros de las
fibras, Figura 3.1. Las fibras obtenidas son uniformes, libres de globulos, de

apariencia cilindrica y con superficie lisa. Los diametros de las fibras presentan un

promedio de 602 + 150 nm.
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Figura 3.1. Imdgenes SEM de las fibras del andamio de gelatina electrohilada sin entrecruzamiento.

La gelatina normalmente es trasllicida, pues sus cadenas tienen una
estructura amorfa, sin embargo, las membranas electrohiladas de gelatina tienen un
color blanco opaco. Este cambio pudiera atribuirse a que en el proceso de
electrohilado las cadenas poliméricas son sometidas a una fuerza cortante muy alta,
estirandolas y creando una estructura ordenada, similar a cristales alargados. Este
ordenamiento combinado con la rapida evaporacion del solvente y la solidificacién
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de las macromoléculas, impide que regresen a su estado relajado, dandole ese
aspecto opaco a las membranas [26].

3.2. Entrecruzamiento de las fibras

Se observa un cambio en el color de los andamios después del proceso de
entrecruzamiento con GTA, pasando de blanco a un tono amarillo, Figura 3.3. Esto
puede atribuirse a la creacién de enlaces imina (CH=N) entre los grupos amina libres
de la proteina y los grupos aldehido del GTA. Conforme aumenta el tiempo del
entrecruzamiento de los andamios puede observarse que el tono del color amarillo
va incrementando, lo que puede deberse a la creacion de una mayor cantidad de

enlaces imina [11,13].

y syl e ALE / ; % ; ' o ¢ By
Figura 3.2. Andamios entrecruzados antes del lavado. (A) 3 h, (B) 6 h, (C) 48 h, (D) 72 h.
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Figura 3.3. Andamios de gelatina electrohilada después del proceso de entrecruzamiento y lavado. (A) sin entrecruzar.

Entrecruzado (B) 3 h. (C) 6 h. (D) 9 h. (E) 12 h. (F) 24 h. (G) 48 h. (H) 72 h.

Puede observarse en las Figuras 3.2 y 3.3, que los andamios entrecruzados
por menos de 48 horas no mantienen su morfologia después del lavado con agua
destilada, mientras que al aumentar el tiempo de entrecruzamiento se mantienen
opacos, lo que sugiere que efectivamente los andamios que permanecieron mas
mas tiempo expuestos al vapor de GTA estan mas entrecruzados y son mas
insolubles que los que permanecieron menos tiempo expuestos. La razén por la que
los andamios entrecruzados por menos tiempo se vuelven mas transparentes se
pudiera deber a la pérdida de la estructura ordenada de las moléculas de gelatina
creadas durante el proceso de electrohilado, por su mayor solubilidad en agua,
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como lo menciona Li et al [26]. Esto también es evidente al observar la Figura 3.4
en donde se aprecia que los andamios mas entrecruzados mantienen mejor su

morfologia tisular.

Figura 3.4. Imdgenes SEM de los andamios después del proceso de entrecruzamiento y lavado. (A) 3 horas, (B) 6 horas,

(C) 9 horas, (D) 12 horas, (E) 24 horas, (F) 48 horas.

Puede verse en la Figura 3.4 que las fibras tienen un cambio en su morfologia
después del proceso de entrecruzamiento y lavado de los andamios, la estructura

fibrilar y los poros se pierden parcialmente, principalmente en los andamios
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entrecruzados durante menos tiempo. Unicamente en los tiempos de 48 y 12 horas
se mantienen casi sin cambios, en la Figura 3.5 puede observarse la estructura
fibrilar de los andamios entrecruzados por 48 horas después del lavado. La razon
de que el andamio de 12 horas mantenga mejor su morfologia que el de 24 horas
puede ser porque existen zonas mas entrecruzadas que otras, como sugiere la
Figura 3.3(E), en donde puede verse que el color del andamio no es uniforme,

mostrando zonas opacas y otras mas transparentes.

Figura 3.5. Fibras de gelatina entrecruzadas por 48 horas con GTA.

3.3. Espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR)

En la Figura 3.6, se presenta el espectro infrarrojo (IR) del andamio de
gelatina electrohilada sin entrecruzar y sus principales picos se encuentran
descritos en la Tabla 3.1 [15].
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Figura 3.6. Espectro IR del andamio de gelatina sin entrecruzar.

Tipo de enlace Experimental Ndmero de onda (cm™)
Estiramiento N-H 3284 3300-3500
Estiramiento C-H 3077 3000-3250

Estiramiento asimétrico CH> 2936 2750-3000
Estiramiento C=0 (Amida I) 1631 1635
Flexion N-H y Estiramiento C-N
_ 1545 1500-1600
(Amida IT)
Flexién CH2 1452 1455
Deformaciones CH2 1338 1338
Estiramiento C-N (Amida I11) 1240 1240
Amida 1083 1000-1100

Tabla 3.1. Principales picos IR de la gelatina.

Los picos que presenta el espectro IR coinciden con los valores o intervalos
reportados en la literatura para la gelatina tipo A electrohilada [47]. En la figura 3.7
se muestran los espectros IR de los andamios entrecruzados a diferentes tiempos

y el andamio sin entrecruzar para una comparacion.
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Figura 3.7. Espectros IR de los andamios de gelatina entrecruzada y sin entrecruzar.

No se observa un cambio en la estructura de los andamios de gelatina con
los espectros IR obtenidos como se muestra en la Figura 3.7. El pico relacionado
con los enlaces imida deberia aparecer entre 1600 cmy 1680 cm-%, sin embargo,
éste no logra apreciarse, lo que podria deberse a un traslape con el pico
caracteristico de 1631 cm correspondiente a la banda Amida | o que la cantidad de
enlaces formados es muy pequefia y la técnica utilizada no es lo suficientemente
sensible para detectarlos [13], la técnica de resonancia magnética nuclear pudiera

ofrecer mejores resultados para visualizar éstos enlaces.

3.4. Caracterizacion superficial

Para el cultivo celular se requiere de un material hidrofilico, por lo que se
realizé la prueba de angulo de contacto para determinar el caracter hidrofilico de los
andamios. En la Figura 3.8 se presentan los angulos de contacto medidos durante

los primeros 5 segundos.
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Figura 3.8. Angulos de contacto de los andamios de gelatina a través del tiempo.

Los angulos de contacto de las nanofibras de gelatina son practicamente 0°
después de 5 segundos, esto quiere decir que son altamente hidrofilicas. El caracter
hidrofilico de la gelatina se puede atribuir a la gran cantidad de grupos amino y
carboxilicos presentes. La razon de que los angulos de contacto disminuyan mas
lento en los andamios entrecruzados entre 3 y 12 horas puede ser debido a que
después del lavado el grosor de éstos disminuye, asi como también lo hacen la
cantidad y el tamafio de los poros debido a la solubilizacién parcial que sufren
después del lavado realizado, como se mostré en las micrografias SEM, mientras
gue en los andamios entrecruzados por mayor tiempo el grosor se mantiene o
incluso se incrementa debido a la contraccién de las nanofibras, por lo que la gota
de agua requiere un mayor tiempo para ser absorbida, pues la cantidad de material

€S menor.

El caracter hidrofilico de la capa de gelatina favorece la adhesion celular, ya
gue las células de los mamiferos pueden adherirse a superficies hidrofilicas con
mas afinidad respecto a las superficies hidrofébicas. La membrana celular cuenta

con receptores para los grupos polares de las proteinas, grupos OH, COOH y NH,
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lo que permite que se adhieran [48]. Estos grupos polares son los que interactian
con las moléculas de agua y le dan el caracter hidrofilico a los materiales, por lo que

un material hidrofilico funciona mejor como soporte para la adhesion celular.

3.5. Determinacién del grado de entrecruzamiento

El ensayo de Ninhidrina consiste en hacer reaccionar una solucion de
Ninhidrina con los grupos amina libres de la gelatina. Al reaccionar la solucion se
torna de un color azul-morado (como se aprecia en la Figura 3.9) que absorbe luz
ultravioleta a 570 nm, la cantidad de grupos amina libres, es proporcional a la

absorcion de la solucion.

Figura 3.9. Viales con la solucion de ninhidrina luego de reaccionar con los grupos amina de los andamios de gelatina. EI
primer vial del lado izquierdo corresponde a la solucion de referencia. El color mds intenso corresponde a la membrana
de gelatina sin entrecruzamiento y el menos intenso a la membrana entrecruzada por mds tiempo.

En la Tabla 3.2 se presentan las 10 mediciones hechas de absorbancia a 570
nm de las soluciones de Ninhidrina después de reaccionar con los grupos amina de
la gelatina. Se obtuvo el promedio de las 10 mediciones y con ello se calcul6 el

grado de entrecruzamiento con la férmula (2).
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Tabla 3.2. Absorbancia UV de las soluciones del ensayo de ninhidrina.

Oh 3h 6h 9h 12h 24n 48h 72h

1] 09437 06715 058 02108 0183  0.1284 005  0.0278
2| 09441 06707  0.5807 0211 01824 01289  0.0496  0.0285
3| 09444 06694 05801 (115 01822 01289  0.0488  0.0284
4| 09443 06708 05812 137 01827  0.1284  0.0491 0.028
5| 09438  0.6702 0581 (2118 01823 01286  0.0491  0.0288
6| 09437 06706 05808 (114  0.1827 01284 00497  0.0286
7| 09428 06694 05812 (2117 0183 01283 00491  0.0279
8| 09427 06689  0.5807 0212 01982  0.1283 0049  0.0285
9| 09426  0.6684 0581 (2119 01832 01289  0.0482  0.0282
10| 09414 06681 05817 (115  0.1825  0.1283  0.0485  0.0274
Promedio | 0.94335  0.6698  0.58084 (1157 0.18422  0.12854 004911  0.02821

Grado de 28.99 38.43 77.57 80.47 86.37 94.79 97.01
entrecruzamiento

El grado de entrecruzamiento aument6 con el tiempo de exposicién de los
andamios al vapor de glutaraldehido. El aumento en el grado de entrecruzamiento
de 48 horas a 72 horas es menos de 3% después de 24 horas, en comparacion con
los demas andamios que después de un periodo de tiempo menor, presentan un
mayor aumento en el grado de entrecruzamiento, una razén de esto puede ser que
la mayor parte de las moléculas de gelatina se encuentran entrecruzadas y son

pocos los grupos amina que permanecen libres.

3.6. Propiedades mecanicas a tension

En la Figura 3.10 se muestran las curvas de esfuerzo-deformacion de las
membranas de gelatina entrecruzadas a los diferentes tiempos. Puede observarse
gue los andamios se vuelven mas rigidos conforme mas entrecruzados estén,
también se presenta una disminucion en la elongacion de los andamios en
comparacion con el andamio no entrecruzado. La resistencia maxima también
incrementa en funcion del grado de entrecruzamiento. En la Tabla 3.3 se muestran

el médulo elastico y la deformacion obtenidas de los andamios.
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Figura 3.10. Curvas de esfuerzo-deformacion a tension de los andamios.
Tabla 3.3. Propiedades mecdnicas de los andamios de gelatina.
_ Madulo elastico Deformacion
Andamio
(MPa) (%)
Oh 305+2 42+25
3h 94+9 33+3.2
6h 137+ 13 2624
9h 184 + 16 24 +3.1
12h 217 £ 20 20+ 2.6
24h 258 £ 13 18+2.3
48h 30312 12+1.1
72h 325+ 10 10+£0.8
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Aunque el médulo elastico de los andamios incremente en gran medida al
ser entrecruzados, es importante recordar que en aplicaciones en ingenieria tisular,
estaran en contacto con fluidos corporales, por lo que las membranas se hidrataran

y el médulo elastico correspondiente cambiara y se haran mas elasticas.

Se han reportado las propiedades mecéanicas deseables en un sustituto
dérmico, las cuales son: modulo elastico entre 0.69 MPa y 6.89 MPa y elongacion
de entre 20 % y 100 % [13]. Es importante remarcar que los andamios al ser
cultivados o implantados en el cuerpo se hidratan, lo que disminuye el modulo
elastico medido en el material seco. Kharaziha et al., reportan una caida de mas del
99% en membranas de gelatina electrohilada [49]. Chi report6é que los valores para
el modulo elastico y la elongacion de un andamio bicapa PCL/Gelatina hidratado se

encuentran dentro de los intervalos mencionados anteriormente [13].

3.7. Pruebas de degradacion

La degradacion polimérica se refiere a los cambios en las propiedades fisicas
0 quimicas debido a reacciones que involucran el rompimiento de enlaces en la
cadena principal de la macromolécula, asi como el rompimiento de estructuras
ordenadas en las cadenas. La degradacion principal de la gelatina es la hidrolisis,

gue se da en medios acuosos.

La pérdida de masa es uno de los cambios que pueden observarse como
consecuencia de una degradacion. Esta se debe a la ruptura de las cadenas
poliméricas en cadenas mas pequefias que migran fuera de la estructura del
andamio, asi como por la solubilizacién de las cadenas en agua, lo que hace que
se pierdan. En la Figura 3.11 se muestran los perfiles de pérdida de masa de los

andamios entrecruzados.
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Figura 3.11. Porcentaje de pérdida de masa de los andamios.

Puede observarse que en general la resistencia a la degradacion en medios
acuosos incrementé de forma directa con el grado de entrecruzamiento de los
andamios. En los andamios entrecruzados por 48 y 72 horas disminuy6
significativamente la pérdida de masa, que es mas evidente a partir de la semana 5
de la prueba. En algunos puntos los perfiles de pérdida de masa se cruzan, como
en el caso de los andamios entrecruzados por 3 y 6 horas después de la tercera
semana, esto sugiere que el entrecruzamiento de los andamios no es uniforme y
hay zonas que menos entrecruzadas que otras, las cuales se degradan antes y hay

una mayor pérdida de masa. A partir de las 48 horas de reaccién de
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entrecruzamiento se ve un perfil de pérdida de masa mas lineal, lo que sugiere que

se ha alcanzado un entrecruzamiento mas uniforme.

La insolubilizacion y resistencia a la degradacion, asi como las propiedades
mecanicas de los andamios incrementaron directamente con el tiempo de reaccion
con el vapor de GTA, de igual forma, el ensayo de ninhidrina demostr6 que el grado
de entrecruzamiento de las moléculas de gelatina aumentd al permanecer mas
tiempo reaccionando. Por lo tanto, el incremento de las propiedades anteriores en
este caso es debido al incremento del grado de entrecruzamiento de las membranas
de gelatina. En las tres pruebas se observa que los cambios en las propiedades no
cambian en gran medida para los andamios entrecruzados por 48 y 72 horas, por lo
que no hay ningun beneficio en dejar reaccionar mas de 48 horas los andamios con

los vapores de GTA.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron fibras de gelatina libres de glébulos con un didmetro promedio
de 602 nm, utilizando soluciones con una concentracién de 10 % (m/v) en TFE, con
un flujo de 0.8 ml/h, distancia de 15 cm entre el colector y la aguja y bajo un potencial
eléctrico de 10 kV.

Se lograron entrecruzar los andamios mediante la exposicion al vapor de
GTA a distintos tiempos. Conforme incrementé el tiempo de exposicion vy
entrecruzamiento, mejoraron la resistencia a la solubilizacion y a la degradacion,
como se muestra en las pruebas realizadas. El aspecto de las membranas
evidencian el posible entrecruzamiento de las cadenas poliméricas debido al cambio
de color de las membranas a un tono amarillo que se relaciona con la aparicion de

enlaces imina al reaccionar los grupos aldehido con los grupos amina.

El andlisis IR de los andamios entrecruzados y no entrecruzados muestran
gue no hay cambios significativos en la estructura quimica al ser entrecruzados con

GTA, como puede verse en el analisis FTIR presentado.

En las pruebas de IR, no se detect6 presencia de fluor residual del solvente
utilizado en el electrohilamiento. El flior es uno de los principales factores de
citotoxicidad reportados para las células, y debe presentar un pico caracteristico en
1130 cm, el cual no es observado en el espectro de IR, por lo que se pudiera

atribuir su eliminaciéon durante los lavados realizados del material.

Los angulos de contacto medidos para los distintos andamios son de 0°
después de 5 segundos, lo que significa que el entrecruzamiento no afecta la
hidrofilicidad de la gelatina. Esto es adecuado ya que segun la literatura esto

beneficia a la adhesion y el crecimiento celular.

Por medio del ensayo de Ninhidrina pudo determinarse el grado de
entrecruzamiento de las membranas en funcion de la absorbancia de luz UV a 570

nm. El grado de entrecruzamiento de los andamios fue entre 29 % y 97 %
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dependiendo del tiempo de reaccién con el vapor de GTA, lo que permitiria tener un
control sobre el tiempo de degradacion de los andamios.

Las propiedades mecanicas varian en funcion del grado de entrecruzamiento
de las cadenas de gelatina, los andamios se volvieron mas rigidos conforme éste
aumento. El mddulo elastico de la membrana entrecruzada por 48 horas aumento
10 veces respecto a la membrana de gelatina sin entrecruzamiento, igualmente la
elasticidad disminuyé al aumentar el grado de entrecruzamiento. No hay una
diferencia significativa en las propiedades de los andamios entrecruzados por 48 y

72 horas, lo que podria sugerir que se alcanza una zona de estabilidad.

Los perfiles de pérdida de masa también tienen un comportamiento en
funciébn del grado de entrecruzamiento de las membranas. Al estar mas
entrecruzadas las membranas, la pérdida de masa fue menor, los andamios
entrecruzados por 48 y 72 horas perdieron alrededor de 20 % de su masa luego de
42 dias de exposiciéon al PBS bajo condiciones fisioldgicas, mientras que los
andamios entrecruzados por 24 horas y menos perdieron de 80 % a 100 % de su

masa en el mismo periodo de tiempo.
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RECOMENDACIONES

Entre las recomendaciones para continuar y mejorar el trabajo realizado se
encuentran diversos estudios y modificaciones en el proceso de entrecruzamiento,

tales como:

e Pruebas biolédgicas de viabilidad celular con fibroblastos.
e Estudiar distintos tiempos de entrecruzamiento entre 24 y 48 horas.
e Utilizar otros agentes entrecruzantes que no sean toxicos para las

células.
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