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RESUMEN

La pérdida de tejidos y 6rganos es uno de los problemas mas graves para la salud humana,
debido al limitado nimero de donantes y altos costos del tratamiento, para enfrentar estas
dificultades nace la ingenieria de tejidos como una opcion con el propdsito para restaurar,
mantener o mejorar la funcion de un érgano o tejido dafiado, a partir de la aplicacion de
matrices tridimensionales (andamios), las cuales pueden ser cargadas con células o
moléculas bioactivas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es sintetizar y caracterizar una
red polimérica semi-interpenetrada (semi-IPN) de Poliacrilamida/Gelatina (PAM/Gel) por el
método de radicales libres. La caracterizacion quimica se llevé a cabo a través de la
identificacion de sus principales grupos funcionales mediante el andlisis de espectroscopia
de infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) y espectroscopia RAMAN. Ademas, se
realizé la caracterizacion topografica del material a través de microscopia electronica de
barrido (SEM), se analiz6 la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles combinados a
tres temperaturas diferentes (4, 36 y 60 °C), también se evalud la viabilidad celular de
fibroblastos humanos BJ y fibroblastos de ratdn Swiss 3T3 a través del ensayo de MTT en
contacto directo e indirecto con los hidrogeles, ademas, se realiz6 la prueba de
compatibilidad de los hidrogeles con eritrocitos humanos. Asi mismo, se realizaron pruebas
reologicas de los biomateriales como, médulo de almacenaje, mddulo de pérdida y
viscosidad. Los resultados obtenidos en las purebas fisicoquimica y bioldgicas sugieren que
la semi IPN de PAM/Gel podria ser una buena opcion como matriz extracelular biosintética
para aplicaciones en bioingenieria de tejidos.

Palabras clave: Ingenieria de tejidos, andamiajes, caracterizacién fisico- quimica y

propiedades biol6gicas y reolégicas.



ABSTRACT

The loss of tissues and organs is one of the most serious problems for human health,
due to the limited number of donors and high treatment costs, to face these
difficulties, tissue engineering is born as an option with the purpose of restoring,
maintaining or improve the function of a damaged organ or tissue, from the
application of three-dimensional matrices (scaffolds), which can be loaded with
bioactive cells or molecules. Therefore, the objective of this work is to synthesize
and characterize a semi-interpenetrated polymeric network (semi-IPN) of
Polyacrylamide / Gelatin (PAM / Gel) by the free radical method. Chemical
characterization was carried out through the identification of its main functional
groups by Fourier Transform infrared spectroscopy (FT-IR) and RAMAN
spectroscopy analysis. In addition, the topographic characterization of the material
was carried out through scanning electron microscopy (SEM), the swelling capacity
of the combined hydrogels was analyzed at three different temperatures (4, 36 and
60 ° C), the cell viability was also evaluated of BJ human fibroblasts and Swiss 3T3
mouse fibroblasts through the MTT test in direct and indirect contact with the
hydrogels, in addition, the compatibility test of the hydrogels with human erythrocytes
was performed. In addition, rheological tests of biomaterials such as storage
modulus, loss modulus and viscosity were carried out. The results obtained in the
physicochemical and biological tests suggest that the PAM / Gel semi-IPN could be
a good option as a biosynthetic extracellular matrix for applications in tissue
bioengineering.

Keywords: Tissue engineering, scaffolds, physicochemical characterization, and
biological and rheological properties.



INTRODUCCION

INGENIERIA DE TEJIDOS

La pérdida de tejidos y 6rganos es uno los problemas mas frecuentes, graves y
costosos para la salud humana. Cada afio, millones de personas sufren o mueren
a causa de la pérdida de tejidos y 6rganos causados por enfermedades cronicas
degenerativas, envejecimiento o trauma. (Li et al. 2015).

El trasplante de 6rganos esta limitado por el nimero de donantes disponibles, asi
como altos costos de fabricacion, dejando a miles de personas cada afio en la lista
de espera de un trasplante y muchos mueren antes de recibir un érgano (Gowers et
al., 2018). La ingenieria de tejidos surge como un campo interdisciplinario que aplica
los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida desarrollando sustitutos
biol6gicos que restauran, mantienen o mejoran su funcion. Mediante el progreso de
métodos para regenerar tejidos humanos o reconstruir rganos enteros, a traves de
la aplicacion de matrices tridimensionales (andamios), con células, factores de
crecimiento y de diferenciacion celular (figural) (Zhao et al., 2020). Los hidrogeles,
son redes tridimensionales con alto contenido de agua y buena biocompatibilidad,
se han utilizado ampliamente como andamios para imitar la estructura y

propiedades de los tejidos (Zhang et al., 2020).
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Figura 1. Triada de la Ingenieria de tejidos, modificado He, et al. (2020).

Esta disciplina ha crecido durante los ultimos treinta afios con diferentes
aplicaciones en piel, hueso, tejido nervioso, tejido cardiovascular, entre otros. Una
de las aplicaciones mas prometedoras es la referente a la ingenieria de tejidos en
piel, con avances importantes en el desarrollo de sustitutos biologicos (Arias et al.,
2015). Los injertos de piel han evolucionado a partir de los autoinjertos y aloinjertos
a sustitutos biosintéticos de la ingenieria de tejidos (Chaves et al., 2015).

Algunos ejemplos de sustitutos temporales o permanentes de la ingenieria tisular
de piel son: cultivos de injertos de queratinocitos autdlogos, injertos de
queratinocitos alogénicos, materiales compuestos autélogos/alogénicos, matrices
biolégicas acelulares y matrices celulares incluyendo compuestos bioldgicos tales
como sellante de fibrina y varios tipos de colageno, acido hialurénico, etc. Todas

estas alternativas han abierto nuevas perspectivas para hacer frente a la pérdida de

7



piel. En el caso de los pacientes con quemaduras extensas se ha demostrado que
los sustitutos de piel con injertos cultivados pueden ser un medio para salvar la vida
(Dantzer, 2015), asi como también para la regeneracién de tejidos en pacientes con
Ulcera de pie diabético para evitar la pérdida de la extremidad inferior. Este tipo de
investigacion se enfoca en crear sustitutos de piel con una epidermis cultivada en
circunstancias apropiadas que pueden proporcionar una cobertura para la herida
que podria ser perdurable y estéticamente aceptable como injertos de piel
convencionales. Asi mismo, la ingenieria de tejidos desarrolla técnicas de cultivo de
células en matrices sintéticas o bioldgicas, los avances en estas técnicas podrian
conducir a la produccion de sustitutos de piel con mejores propiedades como
nuevos productos que simulen las caracteristicas de la piel humana (Donderwinkel
et al., 2017).

Actualmente se estan investigando el desarrollo de diferentes tipos de tejidos
incluyendo 6seo, muscular, adiposo y nervioso (Goonoo and Bhaw-Luximon., 2019).
Los productos de ingenieria de tejidos pueden ser fabricados mediante dos
estrategias: 1) sintesis del tejido u érgano en el laboratorio con funcionamiento y 2)
formacion de tejido funcional después de la implantaciéon del andamiaje o matriz
extracelular (sintética o bioldgica) (Vijayaraghavan et al., 2009). En esta ultima
estrategia, generalmente los andamiajes se combinan con células o incluso con
moléculas bioactivas, por ejemplo: factores de crecimiento. Varias estrategias de
ingenieria de tejidos emplean biomateriales como andamiajes para crear sustratos
tridimensionales, sembrados con células antes de ser trasplantados. Estos
materiales sirven para promover la reorganizacion celular que forman un tejido

funcional (Camarero-Espinosa et al., 2016).
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1. ANTECEDENTES

1.1 MATRIZ EXTRACELULAR

La composicion de la matriz extracelular (MEC) consiste en una compleja mezcla
de moléculas, donde la célula, reside prolifera y realiza diferentes funciones como
la secrecion de citosinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion y
diferenciacion celular, los componentes de la MEC son producidos y secretados por
las mismas células. Estas moléculas de adhesion o diferenciacion celular tienen la
funcidn de sefializacion directa a través de interacciones con receptores de la matriz
como integrinas o por medio de receptores de los factores de crecimiento. La matriz
extracelular tiene una estructura tridimensional y propiedades que varian de
acuerdo con el tipo de tejido. Las principales macromoléculas que componen a la
MEC son fibras colagenas, fibras elasticas y proteoglicanos, estos componentes
son los responsables de la arquitectura especifica extracelular de cada tejido
(Hoshiba and Yamaoka., 2019).

El colageno, uno de los principales componentes de la MEC, es una proteina
fibrosa, que es el mas abundante componente de la piel, tendones, ligamentos,
hueso y cartilago en los mamiferos. Esta es una molécula que tiene varias formas
y tamafios, por ejemplo, estd compuesto por tres cadenas polipeptidicas, que
forman una estructura triple helicoidal. Esta estructura helicoidal tiene la funcion de
ensamblar diversas estructuras supramoleculares. El proceso de biosintesis del
colageno es complejo ya que implica varias modificaciones postraduccionales, las
cuales estan siendo estudiadas para desarrollar nuevos enfoques para el uso de

colageno en la regeneracion y reparacion de tejidos (Pawelec et al., 2016).



Otro de los componentes importantes de la MEC son las fibras elasticas, las cuéles
son macromoléculas compuestas por un manto micro fibrilar externo y un nicleo
interno de elastina que constituye ~ 90 % de la fibra. Se pueden estirar linealmente
hasta 150 % de su longitud original antes de que se rompan. Las fibras elasticas
son impulsadas entrépicamente por la capacidad de la elastina para estirarse y
retroceder al estado original sin dafarse debido a enlaces cruzados (Moore et al.,
2020).

Los proteoglicanos (PGs) estdn compuestos por cadenas de glicosaminoglicanos
(GAG), unidos covalentemente a un nucleo proteico especifico, los PGs se clasifican
de acuerdo a sus proteinas centrales, localizacion y composicion. Las tres familias
principales son: proteoglicanos pequefios ricos en leucina, proteoglicanos
modulares, y proteoglicanos de la superficie celular. Estas moléculas soportan altas
fuerzas de compresion y son extremadamente hidréfilas (Hay., 2013).

Debido a que la matriz extracelular es un componente esencial, ha sido estudiada
para desarrollar algunas aplicaciones terapéuticas (Sionkowska., 2011). Asi mismo
se ha explorado su uso como biomateriales de origen natural para su aplicacién en
la ingenieria de tejidos. Otras estrategias se enfocan a imitar las propiedades de la

MEC a través de la fabricacion de biomateriales sintéticos.
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1.2 BIOMATERIALES

En el campo de la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa, se encuentran
disponibles varias estrategias prometedoras para reparar y/o reemplazar los tejidos
dafados, la mayoria de estas estrategias dependen del uso de principios quimicos
para disefiar biomateriales como sustitutos biolégicos que imitan y/o estimulan las
funciones de los tejidos. Un biomaterial es cualquier sustancia o combinacion de
sustancias de origen sintético o natural que se puede usar durante un periodo de
tiempo determinado y que reemplaza parcial o totalmente cualquier tejido, 6rgano o
funcion del cuerpo (Rahmati et al., 2020), como parte de un sistema complejo, se
utiliza para dirigir las interacciones con los componentes de los sistemas vivos, el
curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagndstico, en la medicina
humana o veterinaria (Agarwal et al., 2020) y para mantener o mejorar la calidad
de vida de un individuo.

La principal caracteristica para emplear un material como biomaterial es que
debe ser biocompatible, es decir tener la habilidad de ser aceptado por el cuerpo
del paciente y que, ademas, no irrite a los tejidos circundantes, no provoque una
respuesta inflamatoria, no produzca reacciones alérgicas y que no tenga efectos
carcinogenéticos (Jacobs et al.,, 2020). Otra caracteristica importante es la
funcionalidad de un biomaterial que depende de su capacidad de adaptarse o
conseguir la forma adecuada para desempefiar una funcion en particular (Agarwal
et al., 2020). Por ejemplo, los biomateriales estan disefiados para servir como
matrices que proporcionan un microambiente para la proliferacion, organizacion y

adhesion celular. Se ha demostrado que diferentes biomateriales de origen
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sintético, natural o combinados tienen un alto potencial para aplicaciones

biomédicas.

1.3 TIPOS DE BIOMATERIALES: METALICOS, CERAMICOS,
POLIMERICOS Y COMPUESTOS.

1.3.1 CLASIFICACION DE LOS BIOMATERIALES

Existen diferentes tipos de biomateriales que se han vuelto cada vez mas
importantes dentro de la medicina regenerativa y en la ingenieria de tejidos como
dispositivos capaces de establecer interacciones especificas con medios bioldgicos
estimulando respuestas celulares (Mateos et al., 2015). Una de las clasificaciones
mas utilizada los agrupa dependiendo de su naturaleza en materiales metalicos,
ceramicos y poliméricos.

Los materiales metalicos desempefian un papel fundamental como biomateriales
para ayudar en la reparaciéon o sustitucion del tejido 6seo dafiado y para la
fabricacion de dispositivos médicos. Ejemplos del uso de materiales metalicos
incluyen: articulaciones artificiales de cadera, placas 0seas, e implantes dentales
(Chen and Thouas., 2015). Los metales son adecuados en aplicaciones de soporte
de carga debido a su combinacion de alta resistencia mecanica y persistencia a la
fractura. Actualmente se han aprobado biomateriales metalicos de uso general que
incluyen aceros inoxidables, titanio y aleaciones a base de cobalto-cromo y de
metales preciosos, como plata y oro. Una limitacion es la posible liberacion de iones
y/o particulas metélicas toxicas debido a la corrosion o los procesos que conducen
a las cascadas inflamatorias que reducen biocompatibilidad y producen la pérdida

de tejido (Chen et al., 2015).
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Los biomateriales cerdmicos o bioceramicos son compuestos quimicos complejos
que contienen elementos metalicos y no metalicos. Debido a sus enlaces ionicos o
covalentes, son generalmente, duros y fragiles. Ademas de tener un alto punto de
fusion y una baja conductividad térmica y eléctrica, los ceramicos se consideran
resistentes al desgaste. Los principales biocerdmicos son alimina, zirconia,
hidroxiapatita, porcelanas, vidrios bioactivos, entre otros. Sus principales
aplicaciones se enfocan en el sistema 6seo, con todo tipo de implantes y
recubrimientos en protesis articulares; también se utilizan en aplicaciones dentales,
en valvulas artificiales, cirugia de la espina dorsal y reparaciones craneales, entre
otros (Thrivikraman., 2014).

Los biomateriales poliméricos son macromoléculas que se forman a través de la
unidon de monémeros. Se considera que son relativamente faciles de fabricar, a un
costo razonable y con buenas propiedades mecanicas y fisicas. Existen diferentes
clasificaciones de los polimeros, de acuerdo con su origen se dividen en naturales
y sintéticos. Los polimeros naturales forman la base misma de la vida, y pueden
ser de origen animal como el colageno y la gelatina, origen marino: quitina/quitosano
y origen agricola (Mann et al., 2018).

Los polimeros sintéticos se utilizan para la obtencion de plasticos, fibras y
elastomeros. Tienen gran importancia en el area biomédica, asi como en la industria
de los plasticos, entre los materiales poliméricos sintéticos mas utilizados podemos
encontrar el polietileno, politetrafluoroetileno, algunos polimeros acrilicos,
poliésteres de la familia de los polietilen tereftalato, poliamidas poliuretanos o
cauchos de silicona. Estos polimeros han demostrado su utilidad en el area

biomédica y sobre todo como soporte en los procesos de regeneracion de tejido,
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desarrollo y proliferacién celular (Samadian et al., 2020). Sin embargo, se necesita
un andlisis méas detallado de sus propiedades e implicaciones de su uso en el cuerpo

humano.

Algunos ejemplos de la utilidad de los polimeros naturales y sintéticos en la
medicina clinica incluyen componentes esenciales de las protesis permanentes,
como los implantes de cadera artificiales, injertos vasculares, catéteres, proétesis
faciales, partes de prétesis de oido, aplicaciones dentales; marcapasos, y
regeneracion de tejido como piel, hueso y érganos como, rifiones, higado y
pulmones, entre otros.

Un tipo de material polimérico que ha captado la atencién de los cientificos son los
hidrogeles, los cuéles se defininen como redes tridimensionales. Su estructura se
diferencia de los polimeros lineales ya que las cadenas formadas por los
monomeros conforman una malla. Entre las redes poliméricas se encuentran las
redes inter- penetradas y las redes semi-interpenetradas.

Las redes poliméricas inter-penetradas (IPN) son sistemas que consisten en dos
redes de polimeros reticulados que estan fisicamente entrelazados, pero no
quimicamente entrelazados. Las redes poliméricas semi-interpenetradas (semi-
IPN) son sistemas que consisten en un polimero lineal (es decir, no reticulado, que
esta fisicamente entrelazado dentro de una red de polimero reticulado (Silverstein.,
2020).

Las propiedades de los biomateriales son importantes para la ingenieria de tejidos,
proporcionan las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas para guiar a las

células en los procesos de migracién, adhesién y diferenciacion. La degradaciéon de
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los biomateriales debe ser proporcional a la formacion de nuevos tejidos para
permitir que las células depositen nueva MEC y proporcionar el soporte mecanico
apropiado para desarrollar un tejido funcional (Egbo., 2020). El disefio y control de
las propiedades de estos materiales puede lograr una respuesta biolégica
especifica (Mitragotri y Lahann, 2009).

1.3.2 POLIACRILAMIDA

La acrilamida es una amida incolora, inodora y cristalina, es un monémero altamente
soluble en agua (fig. 2), que polimeriza rapidamente y se puede formar como un
subproducto durante el calentamiento de alimentos ricos en almidéon a alta
temperatura. EI mayor uso de la acrilamida es como intermediario en la produccion
de productos quimicos organicos y en la sintesis de poliacrilamida. El polimero no
es toxico, se utiliza sobre todo en laboratorios de investigacion para la electroforesis,
aplicaciones industriales como aditivo en cosméticos, cromatografia, microscopia
electrénica y tiene un gran niumero de aplicaciones en laboratorios de biotecnologia
(NCBI, 2016). A pesar de su utilidad como polimero, la exposiciébn al monémero
puede causar dafios en el sistema nervioso central y periférico que resulta en
alucinaciones, somnolencia y adormecimiento en las manos y las piernas. Ha sido
ampliamente reportado que el mondmero de acrilamida es un carcin6geno en

humanos y animales (Bucur, 2018).
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Acrilamida N-N’Metilenebis(acrilamida)
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Figura 2. Esquema de la sintesis de poliacrilamida

La poliacrilamida (PAM) ha sido ampliamente empleada para la formacion del
hidrogeles o redes poliméricas. Este polimero en su estructura como red tiene la
capacidad de absorber grandes cantidades de agua, esta propiedad se debe
principalmente a su elasticidad y porosidad. Brevemente, los hidrogeles pueden
absorber y liberar agua de manera reversible en respuesta a estimulos especificos,
como: temperatura, pH, fuerza ionica (Iswariya et al., 2016). La capacidad de ajustar
sus propiedades dependiendo de las variaciones fisioldgicas los promueve como
candidatos potenciales para la ingenieria de tejidos. (Zhang et al. 2020).

En general se puede mencionar que los hidrogeles de PAM han sido un material
con un gran numero de aplicaciones para el cultivo celular in vitro en dos

dimensiones, debido a que proporcionan una base biolégicamente neutra (bioinerte)
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para la exposicion controlada de sefiales bioquimicas. Los hidrogeles de PAM estan
formados a partir de monomeros disponibles comercialmente, y permiten un control
sencillo de propiedades mecanicas mediante el control de la concentracién de
agente de reticulacion. En particular, una gran parte de los estudios in vitro
relacionadas con los fibroblastos se han llevado a cabo en hidrogeles de PAM
recubiertos con colageno tipo |, donde se han examinado los gradientes de rigidez,
normalmente obtenidos mediante la variacién de densidad de reticulaciéon y por lo
tanto del modulo elastico. Varios estudios que utilizan poliacrilamida indican que las
propiedades mecanicas del medio extracelular desempefian un papel importante en
la activacion de fibroblastos, que contribuyen a la fibrosis y cicatrizacion de heridas

(Smithmyer et al., 2014).

1.3.3 GELATINA

La gelatina es un material natural derivado del colageno, es biocompatible,
biodegradable y tiene propiedades gelificantes, sin embargo, tiene un punto de
fusion relativamente bajo, que conduce a obtener hidrogeles inestables a
temperatura ambiente. La gelatina es un material utilizado en el campo biomédico
como sistema de liberacion de farmacos y vendajes para la regeneracion de heridas
(Geng et al. 2020).

Se define como una macromolécula natural, y comestible. Contiene principalmente
los residuos de tres aminoacidos de glicina (dispuestos cada tercer residuo), prolina
y la estructura 4-hidroxiprolina (Pal et al.,, 2007). Se deriva comunmente del
colageno, a partir de su hidrolisis parcial, que es considerada la principal fuente de

proteina fibrosa es el hueso, cartilago y la piel. Por lo tanto, la edad del animal y el
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tipo de colageno son factores intrinsecos que influyen en las propiedades de la
gelatina, hasta la fecha se han identificado hasta 27 tipos de coldgeno. El colageno
tipo | tiene mayor presencia en el tejido conectivo.

Las moléculas de colageno intersticial se componen de tres cadenas a entrelazadas
denominadas colageno de triple hélice (Michelini et al., 2020). Para obtener gelatina,
el colageno natural insoluble debe ser pre-tratado antes de que se pueda convertir
en una forma adecuada para la extraccién; normalmente se realiza por
calentamiento en agua a temperaturas superiores a 45° C. Un pretratamiento
quimico consiste en romper los enlaces no covalentes con el fin de desorganizar la
estructura de la proteina, produciendo asi un adecuado hinchamiento y
solubilizacion de colageno. Para desestabilizar la triple hélice de enlaces covalentes
y puentes de hidrogeno se necesita un tratamiento térmico, el cual resulta en la
transicion y conversion a gelatina (fig. 3) (Liu et al., 2020).

El grado de conversion del tratamiento de colageno a gelatina se relaciona con el
pretratamiento y el proceso de extraccién del agua caliente como una funcion de
pH, la temperatura y tiempo de extraccion (fig. 3). Dos tipos de gelatina son
obtenidos dependiendo del procedimiento del pretratamiento. Se conoce
comercialmente como gelatina tipo A (punto isoeléctrico pH 8-9) y gelatina tipo B
(punto isoeléctrico pH 4-5), obtenido bajo pretratamiento en condicion alcalina o
acida respectivamente.

La calidad de la gelatina depende en gran medida de sus propiedades
fisicoquimicas incluyendo las propiedades reoldgicas, tales como los parametros de
composicién, solubilidad, transparencia, color, olor y sabor, principalmente la

calidad comercial de la gelatina es la fuerza y estabilidad térmica del gel (gelificacién
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y temperatura de fusién). La resistencia y la termo-estabilidad del gel obtenido
dependen en gran medida de las propiedades moleculares de la gelatina, respecto
a dos factores principales: (i). La composicion de aminoacidos que es especifica de
la especie, y (i) la distribucion del peso molecular que se debe principalmente a las
condiciones de procesamiento (Zhang et al., 2005).

Como polimero biocompatible se ha utilizado en productos farmacéuticos como
vehiculo de liberacién de farmacos, biomoléculas activas, asi como productos
médicos y comestibles, en aplicaciones biomédicas en la generacion de andamios
para la ingenieria de tejidos, la gelatina puede ser utilizada sola 0 en combinacion
con otros polimeros sintéticos (Favatela et al., 2020).

Los hidrogeles de gelatina combinados con otros polimeros como celulosa y
nanoparticulas de plata poseen una gran capacidad de cicatrizacién de heridas
cutaneas (Gou et al., 2020), ademas, los hidrogeles de gelatina combinados con
acido hialuronato mostraron buena adhesion y proliferacién celular por lo tanto son
hidrogeles biocompatibles y pueden ser utilizados como materiales para la

regeneracion de tejidos (Chang et al., 2021).
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Figura 3. llustracion esquematica de gelatina (Lai et al. 2017).

1.4 PROPIEDADES MECANICAS DE LOS HIDROGELES

Los biomateriales sintéticos, como las redes basadas en polimeros, se han utilizado
ampliamente como imitadores de tejidos, proporcionando soporte mecanico para el
cultivo de células en dos y tres dimensiones. Actualmente, ha habido grandes
mejoras en el disefio y la aplicacion de hidrogeles con funciones especiales como
hidrogeles superabsorbentes, con gran elasticidad, autorreparables, entre otros. Sin
embargo, el desarrollo de hidrogeles con rendimiento altamente mecanico sigue
siendo un desafio, para el tejido de hueso y los tejidos blandos como musculo
tendones, cartilago y piel que soportan cargas (Jing., 2020).

Las propiedades mecénicas de los hidrogeles como andamios en escalas
macroscopicas y microscopicas juegan un papel crucial en regulacién del

comportamiento celular. Las sefiales biomecanicas y las interacciones entre células
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y matriz extracelular (MEC) dirigen el fenotipo y genotipo celular. La rigidez del
(MEC) afecta a los fibroblastos dérmicos humanos adultos. También las células
expuestas a sustratos mas rigidos exhiben un modulo elastico mas alto en su
membrana plasmatica con un citoesqueleto de actina mejor organizado. Ademas,
las células cultivadas en sustratos mas rigidos proliferan mas rapido y migran mas
lentamente en comparaciéon con las cultivadas sobre sustratos blandos
(Vedadghavami 2017).Sin embargo, la mayoria de los hidrogeles poliméricos
convencionales son débiles en resistencia mecanica, falta de tenacidad con baja
eficiencia de autoreparacion, para compensar estas fallas, se han explorado
diferentes estrategias, entre las que se pueden mencionar la construccion de redes
dobles, modulacion del grado de entrecruzamiento, el uso de nanoparticulas
inorganicas como fase de refuerzo o las moléculas de conexion con enlaces no
covalentes que generan hidrogeles supermoleculares para proporcionar suficiente
resistencia mecanica a los hidrogeles poliméricos. Otras estrategias incluyen la
combinacion con materiales de diferente origen o incluso del mismo origen que
impartan mejores propiedades mecéanicas.

La porosidad es otra caracteristica importante de los hidrogeles que contribuye en
sus propiedades mecénicas a través del contenido de volumen libre, tamafio,
interconectividad y propiedades superficiales de los poros. Aunque una mayor
porosidad y tamafio de poro puede facilitar el suministro de nutrientes y oxigeno a
las células encapsuladas dentro de un hidrogel, las propiedades mecanicas de los
andamios de hidrogel se ven afectadas negativamente debido a la gran cantidad de
volumen vacio. En consecuencia, existe una compensacion entre la

macroporosidad (10-400 um) y la resistencia mecéanica del andamio.
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Otra propiedad notable de los hidrogeles es su propiedad de degradacion que
influye en la densidad de reticulacion y la biomecanica de los hidrogeles y el
comportamiento de las células. La degradacion de los hidrogeles también puede
provocar su debilitamiento, lo que implica que la velocidad de degradacion del
hidrogel debe ser igual a la velocidad de formacion celular de la nueva matriz. Esta
caracteristica esta controlada por la quimica de la red y la composicion del material
y la cinética de degradacion, y varia segun las aplicaciones del hidrogel

(Vedadghavami et al., 2017).

1.5 PROPIEDADES REOLOGICAS DE LOS HIDROGELES

La reologia (del griego reos, fluir y logos, estudio) es la ciencia del flujo y la
deformacion de la materia, describe la interrelacion entre fuerza, deformacion y
tiempo y definen las caracteristicas de la materia como viscosidad, consistencia y
propiedades elasticas. Las propiedades reoldgicas de los hidrogeles dependen
principalmente de su grado de entrecruzamiento y la cantidad de agua absorbida.
Asi mismo, se conoce que la combinaciéon de dos o mas polimeros genera una
mayor resistencia mecanica debido a la formacion de puentes de hidrogeno (De
Gascue et al. 2017). Las redes tiene la capacidad de deformarse temporalmente
cuando se aplica una fuerza, dicha deformacién desaparece cuando el esfuerzo es
retirado y el hidrogel recupera parcialmente su estructura inicial, mientras que otra
parte del esfuerzo se disipa en forma de calor, este comportamiento se denomina
viscoelastico y es caracteristico de los polimeros (Reyes et al. 2012).

La caracterizacion reoldgica de los hidrogeles permite determinar su estabilidad

mecanica y propiedades viscoelasticas del sistema entrecruzado. Las propiedades
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reoldgicas de los hidrogeles dependen de la flexibilidad o rigidez de las fibras de la
red. Las redes compuestas de biopolimeros solubles en agua, como polisacaridos,
proteinas y una larga variedad de polimeros sintéticos, tienen un alto rango de
propiedades reoldgicas cuando se forman en medios acuosos, ademds los
hidrogeles formados por polimeros flexibles por sus enlaces covalentes pueden ser
desde sdlidos viscoelasticos con un alto rango de propiedades reoldgicas ser
linealmente elasticos, con magnitudes de corte y médulo de Young, modificables

(Van Oosten et al. 2016).

1.6 BIOCOMPATIBILIDAD

Uno de los principales requisitos de lo biomateriales es que sean compatibles con
el sistema objetivo (ejemplo: el cuerpo humano). Para evaluar la biocompatibilidad
existen diversas técnicas y pruebas que abarcan desde los estudios in vitro hasta lo
estudios en modelos animales y pruebas en etapas clinicas en seres humanos. El
andlisis de la biocompatibilidad de nuevos biomateriales comienza por ensayos en
modelos celulares, los cuales consisten en estudiar las interacciones biomaterial-
células. En este sentido, las células son inherentemente sensibles a su entorno y
responden a sefales fisicas y quimicas. Los factores extrinsecos conforman un
microambiente especializado, que es esencial para el correcto desarrollo y funcién

celular (Li et al., 2009).

El general, un microambiente in vivo facilita la intercomunicacién entre células con

el fin de promover una cascada de reacciones bioquimicas complejas, que
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conducen a la formacion de una matriz extracelular estructural organizada. Sin
embargo, la matriz extracelular sintética (material de andamio) debe poseer
excelentes caracteristicas mecénicas junto con un buen perfil de citocompatibilidad.
Los biomateriales de origen sintético o natural disefiados para el desarrollo y
crecimiento de células y tejidos, deben mimetizar las caracteristicas de la matriz
extracelular biolégica, para que las células puedan formar tejidos tan complejos
como los huesos, el higado o el corazon, los rifiones y la piel, entre otros. La
capacidad de disefiar materiales a nivel similar de complejidad se esta convirtiendo

en una realidad (Kulkarni et al., 2020), sin embargo, todavia es un reto.

La matriz extracelular tiene una gran variedad de caracteristicas dependiendo de
los tipos de tejidos y diferentes etapas de desarrollo en el mismo tejido. Esta
complejidad surge a través de combinaciones de interacciones moleculares,
especificas entre numerosas isoformas, a la disposicion y proporcién del colageno,
elastina, proteoglucanos y proteinas de adhesion, tales como la fibronectina y

laminina, asi como las propiedades biomecanicas (Tibbitt et al., 2009).

La porosidad y el tamafio de poro de los biomateriales tiene implicaciones directas
en las interacciones del material-célula y por consecuencia en la funcionalidad del
andamio, las redes porosas interconectadas son esenciales para la nutricion,
proliferacion y migracién celular para la vascularizaciéon y la formacién de nuevo
tejido, una superficie porosa también sirve para la unién del andamio con el tejido
circundante para facilitar la estabilidad mecénica del implante. Los materiales con

alta porosidad permiten la liberacion efectiva de biofactores tales como proteinas,
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genes o células y proporcionar el sustrato para el intercambio de nutrientes. Sin
embargo, una mayor porosidad afecta las propiedades mecanicas para mantener la

estabilidad estructural del biomaterial (Das, 2019).

Los andamios para la ingenieria de tejidos, deben estar interconectadas para
permitir el crecimiento celular, si el poro es demasiado pequefio la migracion celular
es limitada lo que resulta en una formacién de una capsula alrededor del andamio
lo que impide el adecuado flujo de nutrientes y la eliminacion de los residuos en las
regiones necréticas (Murphy et al., 2010). A la inversa, si los poros son demasiado
grandes se produce una disminucion en el &rea superficial de adhesién celular. Por
lo tanto, el mantenimiento de un equilibrio entre el tamafio 6ptimo de poros para la
célula de migracion y la superficie especifica para la fijacion celular es esencial
(Perez et al. 2016).

Sin embargo, ciertos biomateriales con un excelente perfil de citocompatibilidad no
cumplen con estos requisitos previos mecanicos para aplicaciones de ingenieria de

tejidos.

1.7 INGENIERIA DE TEJIDOS EN PIEL Y ANDAMIAJES

El dafio o pérdida de la integridad de la piel causada por una herida cutanea puede
afectar las funciones de la piel en varios grados que van desde la incapacidad, hasta
la muerte. Las heridas en piel pueden surgir por varias causas incluyendo, trauma
mecanico, procedimientos quirdrgicos, reduccion en la circulacion de la sangre,

guemaduras, envejecimiento, etc. (Watt et al., 2018). La curacién exitosa de las

25



heridas es un fendmeno complejo que implica interacciones entre células
epidérmicas y dérmicas, la matriz extracelular (MEC), y la angiogénesis; todos los
cuales estan regulados por una variedad de moléculas de sefalizacién y factores
de crecimiento (Saghazadeh et al., 2020).

Los biomateriales han desempefiado un papel cada vez mas destacado en el
desarrollo de la ingenieria de tejidos, que busca desbloquear el potencial
regenerativo innato de los tejidos/6rganos humanos en estado de deterioro y
restaurar o restablecer la funciébn corporal normal. Los avances en nuestra
comprension de los biomateriales y sus funciones en la formacién de nuevos tejidos
pueden potencialmente abrir una nueva frontera en el campo de rapido crecimiento
de la medicina regenerativa.

Los biomateriales inspirados en el papel y la construccién multicomponente de las
matrices extracelulares nativas (MEC) para el arreglo celular es clave para su éxito,
asi mismo los biomateriales sintéticos producidos en la actualidad incorporan de
forma rutinaria componentes biol6égicamente activos para definir un entorno artificial
in vivo con interacciones complejas y dinAmicas para fomentar y regular a las
células, similar a eventos que ocurren en un microambiente celular natural (Chen 'y
Liu, 2016).

Los biomateriales y su uso como andamiajes, se consideran componentes clave en
la ingenieria de tejidos, porque funcionan como plantilla de soporte fisico para guiar
la diferenciacion y proliferacion de células en los tejidos u 6rganos (Kim et al., 2019).
Los andamiajes deben cumplir con diferentes criterios dependiendo de su
aplicacion, incluyendo propiedades mecanicas definidas, biocompatibilidad vy

biodegradabilidad a un ritmo acorde con formaciéon de nuevo tejido (Puppi et al.,
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2020). Entre otras caracteristicas, el andamio debe ser reproducible, en estructuras
tridimensionales, debe de absorber fluido corporal para permitir la transferencia de
nutrientes celulares y metabolitos a través del biomaterial, para evitar la
acumulacion de exudado o deshidratacién excesiva (Saghazadeh et al., 2018). Los
biomateriales utilizados en aplicaciones de ingenieria de tejidos cutaneos deben de
tener propiedades de biocompatibilidad, hemostéticas, antimicrobianas y de

biodegradabilidad (Madni et al., 2021).
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VIl.  ESTUDIOS PREVIOS

Autor, afio y titulo

Aportacion

Lv, et al. (2020). Gelatin/PAM double
network hydrogels with super-
compressibility.

Se prepararon los hidrogeles de gelatina/ PAM de doble
red con supercompresibilidad mediante polimerizacion
inducida por calentamiento, y enfriamiento, en los que
se utiliz6 gelatina con estructura de triple hélice como
parte rigida y PAM como parte flexible. Se estudio la
relacion de hinchamiento, las propiedades mecanicas y
las propiedades de memoria de forma. Los estudios han
demostrado que los hidrogeles de gelatina/PAM no solo
tienen una excelente resistencia a la compresion,
también un gran rendimiento de memoria de forma que
puede restaurar su forma. Se observo un aumento de la
tension durante la compresion de hidrogeles de
gelatina/PAM.

Chen et al. (2019). Thermal-and salt-
activated shape memory hydrogels based on
a gelatin/polyacrylamide double

network. RSC advances, 9(32), 18619-
18626.

Se sintetizd un hidrogel de gelatina/PAM de doble red
mediante la polimerizacion de acrilamida en presencia
de gelatina. Demostraron los efectos de memoria
térmicos y activados por sales en tales hidrogeles
basados en biopolimeros. La red PAM sirve como una
red permanente. La gelatina no solo dota a la gelatina /
hidrogel PAM DN de sensibilidad a la temperatura, sino
que también aporta al hidrogel sensibilidad a la sal. Por
lo tanto, se cree que podria brindar nuevas
oportunidades con respecto a la aplicacion practica.

Zhang et al. (2018). Nanoinitiator for
enzymatic anaerobic polymerization and
graft enhancement of gelatin—-PAAM
hydrogel.

Se demostrd que los hidrogeles de gelatina/PAM,
mostraron resistencia mecanica, alta capacidad de
estiramiento, es un hidrogel biocompatible debido a su
baja citotoxicidad.

Han et al. (2017). Biohybrid methacrylated
gelatin/ polyacrylamide hydrogels for
cartilage repair.

Se realizd el estudio del comportamiento mecanico de
un hidrogel biohibrido de gelatina metacrilada y
poliacrilamida por copolimerizacion, el cual presento
mayor resistencia a la compresion, mejor elasticidad y
una tasa de degradacion favorable, realizaron una
liberacion sostenida de factores de crecimiento TFG-
B2, durante 20 dias, los experimentos In Vitro,
demostraron que la gelatina provee una bioacctividad al
hidrogel para mantener el fenotipo de los condrocitos y
aumentar la adhesion y proliferacion celular. El estudio
in vivo demostrd poder reparar el defecto del cartilago
después de tres meses.

Yan et al. (2017). High Strength and Self-
Healable Gelatin/ Polyacrylamide Double
Network Hydrogels

Hidrogeles de gelatina fisicamente reticulada y
poliacrilamida reticulada covalentemente, forman una
red semi-IPN, concentraciones adecuadas presentan
mejores propiedades mecanicas, modulo elastico (E) 84
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kPa, esfuerzo (af) 0.268 MPa, deformacion (ef) 40.69
mm/mm y la autorrecuperacion de tension de 87%.

Noshadi et al. (2017). In vitro and in vivo
analysis of visible light crosslinkable gelatin
methacryloyl (GelMA) hydrogels.

Se reporta un hidrogel inyectable de gelatina reticulada,
sus propiedades mecanicas como el mdédulo de
compresion puede ser modificable de 5 a 56 kPa,
ademas presentan un tamafio de poro medio de 26 a 106
pm y un porcentaje de hinchamiento de 7 a 13 %
variando la proporcién del hidrogel. Los estudios in
vitro mostraron el crecimiento y desarrollo de
cardiomiocitos.

Yuan et al. (2017). Injectable Photo Crosslinked
Enhanced Double-network Hydrogels from
Modified Sodium Alginate and Gelatin

Hidrogeles de alginato de sodio y gelatina variando la
densidad de reticulacion, los hidrogeles presentan
propiedades de velocidad de degradacion, relacion de
hinchamiento controlables y buenas propiedades
mecanicas, la actividad citotdxica in vitro mostro que
los hidrogeles proporcionan el ambiente adecuado para
la proliferacion celular, en la superficie como el interior
del hidrogel.

Li et al. (2016). Novel hemocompatible
nanocomposite hydrogels crosslinked with
methacrylated gelatin

Hidrogeles nanocompuestos a base de poliacrilamida
con gelatina metacrilada, los resultados del FTIR
confirman la modificacién de la gelatina y monémeros
de poliacrilamida. ElI grado de entrecruzamiento
modifica el tamafio de poro, el equilibrio de
hinchamiento y mejora las propiedades mecanicas, los
estudios In vitro mostraron que los hidrogeles son
hemocompatibles.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pérdida de tejidos y érganos es una de las amenazas mas graves para la salud
humana. Cada afio, millones de personas sufren y/o mueren a causa de la pérdida
de tejidos y organos causados por enfermedades cronicas degenerativas,
envejecimiento o trauma. (Li et al. 2015). Las terapias con células, para el
tratamiento de heridas cronicas han mostrado ser una gran promesa. Sin embargo,
necesitan de un sistema para la proliferacion celular con el propdésito de obtener las
cantidades necesarias, antes de que este tipo de terapias se puedan usar de forma
clinica.

Los hidrogeles son redes tridimensionales conformadas de cadenas flexibles de
polimeros, de origen sintético, o natural (Han et al., 2013) que son similares a una
gran variedad tejidos naturales vivos (Zhou et al. 2020). Por lo tanto, han encontrado
gran aplicabilidad como andamiajes en la ingenieria de tejidos, (Rent et al. 2020)
y como herramientas para el trasporte y proteccion de células.

La combinacion de biomateriales de origen natural y sintético, como la gelatina y la
poliacrilamida, es una estrategia que ayuda a obtener materiales con mejores
propiedades que pueden modificarse o0 modularse para imitar las caracteristicas
de la matriz extracelular nativa.

En este trabajo se enfoca en la sintesis y caracterizacion las propiedades reolédgicas
y biologicas (proliferacion y compatibilidad con eritrocitos) de un hidrogel de origen

polimérico a base de poliacrilamida como matriz extracelular sintética.

30



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Un hidrogel de origen polimérico a base de poliacrilamida serd biocompatible in
vitro y tendra las propiedades reoldgicas necesarias para Su uso como matriz

extracelular sintética?

3. JUSTIFICACION

La regeneracion de tejido para el tratamiento de heridas cronicas continda
siendo un problema de salud y un reto debido a los altos costos de los
tratamientos con biomateriales. A pesar de la investigacion existente en el tema,
se necesitan biomateriales con caracteristicas que se vean reflejadas en una
mejor funcionalidad. El estudio del biomaterial propuesto pretende aportar
conocimiento que permita el desarrollo de terapias de menor costo y mayor
efectividad. Este tipo de investigacion aportara informacion y conocimiento
importante para el desarrollo de biomateriales combinados que se puedan
aplicar a terapias de regeneracion de tejidos para beneficiar a diferentes

estratos sociales de la poblacién.

4. HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNA

El hidrogel de origen polimérico a base de poliacrilamida es biocompatible in vitro y
tiene propiedades reoldgicas necesarias para su uso como matriz extracelular

sintética.
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HIPOTESIS NULA

El hidrogel de origen polimérico a base de poliacrilamida no es biocompatible in
vitro y tiene propiedades reoldgicas necesarias para su uso como matriz

extracelular sintética.

5. OBJETIVOS

GENERAL

» Sintetizar y caracterizar un hidrogel con las propiedades un hidrogel de origen

polimérico a base de poliacrilamida como matriz extracelular sintética.

ESPECIFICOS

e Sintetizar un hidrogel de poliacrilamida y gelatina por medio de una
polimerizacion de radicales libres.

» Caracterizar el hidrogel por ATR FT-IR y RAMAN.

 Determinar la capacidad de hinchamiento del hidrogel a diferentes
temperaturas (4, 36 y 60 °C).

» Realizar caracterizacion de superficie del hidrogel a través de SEM.

» Evaluar la biocompatibilidad in vitro del hidrogel en fibroblastos de raton swiss
3T3, fibroblastos humanos BJ y eritrocitos humanos.

» Estudiar las propiedades mecanicas y reoldgicas del hidrogel de PAM/Gel.
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 DISENO DE ESTUDIO

Experimental puro, longitudinal.

6.2 MATERIALES

Acrilamida (AA, Merck), NN metilenbis (acrilamida) bis-acrilamida (MBA; Sigma
Aldrich), persulfato de amonio (APS) grado de reactivo 98% (Sigma Aldrich), N, N,
NO, NO - Tetrametiletilendiamina (TEMED, Sigma Aldrich ), gelatina (de piel bovina
tipo B, Sigma Aldrich, EE. UU.), Glucosa media alta de &guila modificada de
Dulbecco (Sigma Aldrich, EE. UU.), suero bovino fetal (10% v / v; ATCC), penicilina-
estreptomicina solucioén 100, (Sigma -Aldrich, EE. UU.), Bromuro de tiazol-2-il-2,5-
dimetil tetrazolio (MTT), bromuro de potasio (KBr) (Sigma-Aldrich, EE. UU.),
Solucion salina tampén fosfato (PBS, Sigma Aldrich), dimetilsulféxido (DMSO)
Sigma Aldrich, EE. UU.), solucién de Triton 100% (Sigma Aldrich), tubos de heparina

Vacutainer (Becton Dickinson y compafiia).

6.3 PROCEDIMIENTOS

Este estudio se realiz6 en las instalaciones del Centro de Investigacién de Ciencias
Médicas (CICMED), la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma del Estado

de México (UAEMex) y el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY).
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6.3.1 PREPARACION DE LOS HIDROGELES

A. HIDROGEL DE GELATINA

Se disolvio gelatina en solucién salina tamponada de fosfato (PBS) al 3 % en peso
y se homogeneiz6 a 45° C durante 30 minutos con agitacién constante. Luego, los
hidrogeles se enjuagaron con agua destilada. Finalmente, las muestras se
almacenaron a 4° C para su posterior analisis.

B. HIDROGEL DE POLIACRILAMIDA

Se emple6 una polimerizacion por radicales libres para sintetizar hidrogeles de
PAM. Para este proposito, se disolvié acrilamida (2 % en peso) en PBS y se mezclo
con MBA. Entonces, se afiadieron APS al 1% en peso y TEMED al 0,01% en peso
a la mezcla y se agitd. Se dejé polimerizar la solucion al vacio a temperatura
ambiente (22 £ 2° C). Finalmente, los hidrogeles se lavaron con agua destilada para

eliminar cualquier producto quimico que no hubiera reaccionado.

C. SINTESIS DE LA RED POLIMERICA SEMI-INTERPENETRADA
(SEMI-IPN) DE POLIACRILAMIDA/GELATINA (PAM/G)

Primero, se disolvio gelatina (0,1, 0,3 y 0,5% en peso) en PBS a 45 ° C durante 30
minutos. A continuacion, se afiadié una solucion de acrilamida (2% en peso). La
solucién combinada se agité a temperatura ambiente (22 £ 1 C). Finalmente, MBA
0.03 wt. %), APS (10% en peso) y TEMED (0,1% en peso) se afiadieron y

homogeneizaron.
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6.3.2 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LOS HIDROGELES

A. ESPECTROSCOPIA ATR FT-IR

La caracterizacion quimica de los hidrogeles secos se llevo a cabo mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con ATR.

Para ello, las muestras se liofilizaron y luego se adquirieron los espectros de 4.000
a 650 cml utilizando un espectrometro Nicolet 8700 FTIR Thermo SCIENTIFIC
(USA).

B. ESPECTROSCOPIA RAMAN

Los espectros Raman se obtuvieron mediante un microscopio RENISHAW inVia
Raman con un microscopio Leica DM 2700 M.
Primero, las muestras se liofilizaron y luego se adquirieron espectros Raman de
3200 a 100 cm™. Se utilizé un laser (633 nm) como radiacién de excitacién con una
potencia del 10 al 50%, con un aumento de 50.

C. PRUEBAS REOLOGICAS

Para caracterizar las propiedades reoldgicas las muestras se utilizard un reémetro
rotacional (HAAKE MARS lll) a una temperatura constante de 20°C utilizando un
cono de 35 a 800 rpm donde se determinaran las propiedades viscoelasticas del
hidrogel. Las muestras se utilizardn en hiumedo directamente del vial al plato de

acero para su analisis de muestras.
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D. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Se utiliz6 microscopia electrénica de barrido (JEOL JSM-6360LV SEM) con el
proposito de estudiar la morfologia de las muestras de hidrogel. Los hidrogeles se
cortaron transversalmente y se liofilizaron a 50°C (LABCONCO, FreeZone 4.5,
modo de bajo vacio). Después de la liofilizacién, las muestras se colocaron en un
revestimiento de pulverizacion catddica (DENTON VACUUM, DESK 1l) y se
cubrieron con una fina pelicula de oro (160 nm). Finalmente, se colocaron en el

soporte de microscopia y se obtuvieron imagenes en modo de alto vacio.
E. CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO

Para estudiar el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles, las muestras
secas se sumergieron en PBS (pH 7,4). A continuacion, se controlo
gravimétricamente el hinchamiento midiendo la ganancia de peso debida a la
absorcion del disolvente. Brevemente, las muestras se retiraron del tampon en
diferentes momentos y se secaron con papel de filtro para eliminar el agua de la
superficie. El peso se registré hasta que no hubo mas cambios significativos. Las
muestras se estudiaron a 4, 37 y 60 + 2° C por triplicado. El comportamiento de

hinchamiento se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

Se determind la cantidad de agua absorbida por los hidrogeles expresada en

porcentaje, usando la siguiente ecuacion:

: . W — Wj
% de hinchamiento = ( >

Wy

Donde:
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W es el peso del hidrogel a diferentes tiempos

Wo es el peso inicial del Xerogel.

6.3.3 CITOCOMPATIBILIDAD IN VITRO

A. CULTIVO CELULAR DE FIBROBLASTOS

Los fibroblastos de ratén Swiss Albino 3T3 (donados por la Division de Investigacion
Clinica, Instituto Nacional de Cancerologia, Ciudad de México, México) vy
fibroblastos humanos normales BJ (ATCC-CRL-2522) (donados por el Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares, ININ, Ocoyoacac, México), se cultivaron en
medio de Eagle modificado de Dulbecco con alto contenido de glucosa,
suplementado con suero bovino fetal (10% v / v) y solucién de penicilina-
estreptomicina. Las células se incubaron a 37 ° C con una atmésfera de CO:2 al 5%
y una humedad del 85%.

B. ENSAYO DE VIABILIDAD

Se evaluo la viabilidad celular del fibroblasto albino Swiss 3T3 y los fibroblastos BJ
de humano, los fibroblastos se pusieron en contacto directo, como indirecto con
extractos de acuerdo con ISO 10993-12. Para la prueba de contacto directo, una
muestra de cada grupo de tratamiento (15+1 mg) se puso en contacto con
fibroblastos murinos y humanos (8x102 células/pocillo, placa 96 pocillos).

Para la prueba de contacto indirecto, los hidrogeles (6 cm?, 3X2 cm) se cubrieron
con 2 ml de solucion salina tampén fosfato y se agitaron durante 24 horas a 37 C.

A continuacion, se recogieron los extractos (100 ml) y se afiadieron a placas de
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pocillos previamente cultivadas con fibroblasto albino Swiss 3T3 y fibroblastos BJ
(8X103 células/pocillo, placa de 96 pocillos).

En la prueba de contacto directo e indirecto, las células se analizaron en diferentes
tiempos de exposicion (1, 2 y 3 dias) a 37 °C, con atmosfera de CO2 al 5% y
humedad del 85%. Las células viables se analizaron cuantitativamente mediante la
prueba MTT (bromuro de 3-4 (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio). Este
ensayo se basa en la observacion de que las células viables tienen la capacidad de
metabolizar un tinte de tetrazolio soluble en agua (MTT), en una sal de formazan
insoluble. Antes del ensayo, las muestras de hidrogel se esterilizaron mediante
exposicién a radiacion de luz ultravioleta (30 minutos). Para ello, se retird el medio
de cultivo celular de las placas de pocillos y se afladié solucion MTT en PBS (50 ml/
pocillo, 5 mg / ml de solucién MTT), la placa se incub6 durante 60 min. Pasado ese
tiempo, se elimind la solucion de MTT y los cristales formados se disolvieron con 50
ml de DMSO. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector de

microplacas (Multiskan FC Thermo Fisher Scientific).

C. ENSAYO DE HEMOLISIS

El ensayo hemolitico se realiz6 de acuerdo con ISO 10993-4. Brevemente, las
muestras de hidrogel se pusieron en contacto con 500 ml de una solucién de
eritrocitos (5%), de voluntarios adultos sanos. Las muestras de hidrogel que estaban
en equilibrio de hinchamiento (5,0 £ 1 mg) se incubaron a 37 ° C durante 1 h junto
con un control positivo (Triton al 1%) y un control negativo (PBS). Las muestras de

hidrogel se esterilizaron bajo luz ultravioleta (UV) durante 30 min, antes de la prueba
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de hemodlisis. Después de la incubacion, la hemdlisis se obtuvo midiendo la
absorcion de hemoglobina en el sobrenadante a 450 nm en un lector de
microplacas. El porcentaje de hemdlisis se calcul6 de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

Abs grupo experimental — abs control negativo

% de hemolisis = — - X100
abs control positivo — abs control negativo

D) ANALISIS DE RESULTADOS

El andlisis de las variables se realizd6 mediante estudios descriptivos (media y
desviacion estandar) y las muestras se analizaron por triplicado. Los resultados se

analizaron utilizando el software origin, version 9.
D) ASPECTOS ETICOS

El presente proyecto de investigacion fue sometido al Comité de Etica y al Comité

del Investigacion del Centro de Investigacion de Ciencias Médicas.
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/. RESULTADOS

7.1 ARTICULO ACEPTADO
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“Design of a polyacrylamide and gelatin
hydrogel as a synthetic extracellular
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7.2 ARTICULO ENVIADO
7.2.1 TITULO DEL MANUSCRITO

“Evaluation of a semi-interpenetrating
polymer network of poly(ethylene glycol)

and chitosan as wound dressing”

7.2.2 CARTA DE ENVIO

IPOL-D-20-00221 - Submission Notification to co-author

5% Traducir mensaje a: Espafiol | Mo traducir nunca de: Inglés

9 9 =2

Lun 01/06/2020 11:46 PM

Para: Usted

@ Editorial Office (IPOL) <em@editorialmanager.com >

Re: "Evaluation of a semi-interpenetrating polymer network of poly(ethylene glycol) and chitosan as wound dressing”
Full author list: Rocio Torres Garcia, Master of Science; Mario Flores Reyes, Master of Science; Maria Victoria Dominguez Garcia,
Ph.D.; Jaime Flores Estrada, Ph.D.; Miriam Veronica Flores Merino, Ph.D

Dear Msr. Torres Garcia,

We have received the submission entitled: "Evaluation of a semi-interpenetrating polymer network of poly(ethylene glycol) and
chitosan as wound dressing” for possible publication in Iranian Palymer Journal, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Msr. Miriam Veronica Flores Merino who will be able to track the status of
the paper through his/her login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you, we will assume
you agree with your co-authorship.

Thank you very much.
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8. RESULTADOS ADICIONALES

8.1 PROPIEDADES REOLOGICAS MODULO DE ALMACENAJE Y
MODULO DE PERDIDA (REOMETRO)
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Fig. 4. Modulo de almacenaje (G’) y mddulo de perdida (G”) de hidrogel de poliacrilamida, gelatina 'y

combinado 0.1, 0.3 y 0.5 % de gelatina.

Los resultados sugieren que los hidrogeles de PAM y el hidrogel combinado de con
0.3% de gelatina presentaron mayor modulo elastico en comparacion de los
hidrogeles combinados 0.1 % y 0.5 % de gelatina. Los hidrogeles combinados con
0.3 % de gelatina en comparacion con los combinados 0.1 y 0.5% de gelatina
presentaron mayor modulo elastico. El médulo elastico se define como la relacion
entre el esfuerzo (o) y la deformacion (g), este modulo caracteriza la resistencia al
alargamiento elastico y se representa en la unidad de pascal (Pa). Lo cual significa
que los resultados muestran que los hidrogeles con menor médulo elastico como
los hidrogeles de gelatina y los combinados 0.1% 0.5 % vy el hidrogel de gelatina

presentan menor rigidez y mayor flexibilidad (Bayona, 2020).
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8.2 VISCOSIDAD (REOMETRO)
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Fig. 5 Viscosidad de hidrogeles de poliacrilamida, gelatina y combinados 0.1, 0.3 y
0.5% de gelatina.

La figura 6 muestra la viscosidad de hidrogeles de gelatina, PAM y combinados con
0.1, 0.3y 0.5 % de gelatina. Se observa que los hidrogeles de PAM muestran mayor
viscosidad, en cambio los hidrogeles combinados de gelatina al 0.1, 0.3, y 0.5 %
presentaron menor viscosidad, este comportamiento puede deberse a una menor
reticulacion de los hidrogeles y por lo tanto a la formacion de un hidrogel mas débil.
Sin embargo, los hidrogeles de gelatina al 3 % presentaron menor viscosidad debido
a que no esta reticulado (Fan et al., 2021). Se observa que los hidrogeles de PAM
presentan una mayor viscosidad (1000 Pa) esto es debido a la reticulacion del
hidrogel. En los hidrogeles combinados se observa que los hidrogeles con 0.1 % de

gelatina tiene una viscosidad de 330 Pa, mientras el hidrogel con 0.3 % de gelatina
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tiende a aumentar ligeramente su viscosidad (400 Pa) aproximadamente, sin
embargo, se observa que el hidrogel con mayor concentracion de gelatina (0.5%)
tiene una viscosidad menor 150 (Pa) en comparacion de la concentracion (0.1 y

0.3%).

9 DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo se desarrollaron hidrogeles poliacrilamida, gelatina y
combinados. El proceso de sintesis de hidrogeles de poliacrilamida, gelatina y
combinados se realiz0, a través de la polimerizacion por radicales libres, para formar
una red polimérica semi-IPN, de los cuales se realizd la caracterizacion fisico-
guimica, utilizando espectroscopia FT-IR y RAMAN, donde se confirmo la formacién
de la red semi- IPN de PAM/Gel debido a la aparicién de los principales grupos
funcionales como el estiramiento del grupo NH2y C=0 estos resultados concuerdan
con Cong et al. Ademas, se observaron bandas tipicas a 3.406, 1.664, 1.611, 1.454,
1.420y 1.125 cm correspondientes a estiramiento N—H, estiramiento C=0, vibracién
por deformacién N—H correspondiente a la amida primaria, CHz en vibracién plana,
se observo el estiramiento de C—N y NH2 en balanceo plano, respectivamente.

Estos resultados son similares con Stancu et al., Y Acharya et al. Los cuales
reportaron los mismos picos de absorcion Que observaron el estiramiento de los
grupos O—H y N-H, amida I, amida I, amida Ill y N—H en el espectro infrarrojo de la
gelatina. El espectro del hidrogel de combinado PAM/Gel presenta sus bandas en
las mismas regiones de los principales grupos funcionales que conforman a la PAM
y gelatina estos resultados concuerdan con Ferferia et al. La espectroscopia

RAMAN muestra las principales bandas correspondientes a ambos polimeros, es
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decir para la gelatina mostro absorciones a 2938 cm, 2885 cm, 1326 cm, 1123
cm?y 852 cm y las principales bandas de PAM se observaron 1657 cm™ y 1428
cm?, estos resultados concuerdan con los trabajos realzados por Mandal et al., y
Tsioptsias et al., reportando las mismas bandas correspondientes a PAM y gelatina.
Se realiz6 el estudio de SEM en todas las muestras de los hidrogeles se observo
que el hidrogel de PAM muestra mayor porosidad en comparacion con los
hidrogeles de gelatina y combinados, por lo tanto se puede determinar que la
porosidad esta influenciada por la cantidad de gelatina, hidrogeles combinados con
mayor concentracion de gelatina mostraron menor porosidad, Jaiswal et al.,
demostraron el mismo comportamiento observando un aumento de la porosidad con
respecto a la concentracion de gelatina, mientras que Li et al. Demostraron un
comportamiento similar.

Ademas, se observo la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles a tres
diferentes temperaturas 4, 36, y 60° C, el hidrogel de PAM presento mayor
hinchamiento en todas las muestras a diferentes temperaturas analizadas, esto
puede ser debido al caracter hidrofilico de la poliacrilamida y a una densidad baja
de reticulacion por una baja concentracion de entrecruzante (MBA), estos
resultados concuerdan con Darrien y Gilormini, donde observaron un
comportamiento de hinchamiento similar en los hidrogeles de PAM. Los hidrogeles
de gelatina mostraron menor capacidad de hinchamiento en comparacion de la
poliacarilamida, sin embargo, las propiedades quimicas de los grupos hidrofilicos
de la gelatina tuvieron una mayor contribucion al hinchamiento, estos resultados
concuerdan con lo reportado con Hoch et al., informo alta capacidad de

hinchamiento con menor grado de reticulacion. Se observo que los hidrogeles
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combinados con 0.3 % de gelatina aumento rdpidamente su hinchamiento
aproximadamente 1500 % dentro de los primeros treinta minutos, el alto porcentaje
de hinchamiento es probablemente al caracter hidrofilico de los grupos NHzy al
COO que estéan vinculados al polimero primario. Esos resultados son similares a lo
reportado por Mansoori et al., y Murugan et al., donde observaron la contribucion
del caracter hidrofilico del hidrogel produciendo un cambio en su afinidad por el agua
(Hassanzadeh et al., 2016), la contribucién del caracter hidrofilico podria ser
determinante en la absorcion de disolvente del material combinado.

Ademas, se realizé el ensayo de viabilidad celular a través del ensayo MTT, con dos
lineas celulares de fibroblastos de ratén Swiss 3T3 y fibroblastos humanos BJ, el
ensayo se realiz6 en contacto directo con los hidrogeles de PAM, gelatina y
PAM/Gel, a 24, 48 y 72 horas, ademas, se realizaron la pruebas en contacto
indirecto con extractos de cada una de las muestras mencionadas, se observo que
los fibroblastos presentaron una viabilidad mayor a 70 % en ambos ensayos, de
acuerdo a la norma ISO 10993-12 la cual menciona que los biomateriales son
biocompatibles cuando las células presentan una viabilidad del 70 % o mas. De
acuerdo con lo demostrado por Jaiswal, donde observo una viabilidad mayor al 90
% en fibroblastos de ratén L929, después de 12 y 24 horas en contacto con el
extracto de los hidrogeles. Thakur et al., Denostaron que los hidrogeles de gelatina
presentaron viabilidad superior al 90 % en células AH-927 y células HaCat.

Asi mismo, se observé que los hidrogeles de PAM, gelatina y combinados no
inducen a hemolisis a eritrocitos humanos, ya que presentan menos de 2 % de
hemolisis, de acuerdo a la norma ISO 10993-4, que menciona que los biomateriales

no son citotoxicos si presentan menor del 5 % de hemolisis, esto concuerda con los
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resultados obtenidos por Pandey et al., sugiriendo que los hidrogeles no causan
hemo toxicidad, lo cual confirma la naturaleza hemo compatible de estos
biomateriales. lo cual significa que los biomateriales son biocompatibles con
fibroblastos de ratén, fibroblastos humanos y eritrocitos humanos.

También se llevo a cabo el estudio de las propiedades reolégicas de los hidrogeles
de PAM, gelatina y combinados, se observo que los hidrogeles de PAM presentaron
mayor modulo de almacenaje, en comparacion con los hidrogeles combinados, la
concentracion de 0.3 y 0.1 % de gelatina se observa un médulo de almacenaje
ligeramente menor que el de PAM en un rango de 1000 a 10 000 (P.s), seguido se
encuentra la concentracion con 0.5 % de gelatina con un rango ligeramente menor
a 1000 (P.s) . EI modulo de perdida es mayor en los hidrogeles combinados con 0.3
y 0.1 de gelatina, seguido del hidrogel de PAM en un rango aproximado de 70 a 500
(P.s) Los resultados de viscosidad muestran que el hidrogel de PAM presenta una
mayor viscosidad en comparacion de los hidrogeles combinados, cerca de los 1000
P.s, seguido de los hidrogeles combinados que presentan una viscosidad menor a
los 500 P. s. Y finalmente se observa que el hidrogel de gelatina presenta menor
modulo de almacenaje, menor modulo de pérdida y menor viscosidad por que la
gelatina presenta pobres propiedades reologicas. Con lo cual se demuestra los
hidrogeles con menor médulo elastico como los hidrogeles de gelatina y los
combinados 0.1% 0.5 % y el hidrogel de gelatina presentan menor rigidez y mayor
flexibilidad (Bayona, 2020).

Se observa que los hidrogeles de PAM muestran mayor viscosidad, en cambio los
hidrogeles combinados de gelatina al 0.1, 0.3, y 0.5 % presentaron menor

viscosidad, este comportamiento puede deberse a una menor reticulaciéon de los
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hidrogeles y por lo tanto a la formacion de un hidrogel mas débil. Sin embargo, los
hidrogeles de gelatina al 3 % presentaron menor viscosidad debido a que no esta
reticulado (Fan et al., 2021). Los resultados de las pruebas reoldgicas no son
concluyentes debido a que hace falta realizar mas pruebas para poder determinar

de una forma adecuada las propiedades reoldgicas de estos biomateriales.

10. CONCLUSIONES GENERALES
Se desarrollé con éxito un hidrogel de gelatina y PAM. El andlisis de ATR-FTIR y

RAMAN revel6 la formacion de la red y muestra los correspondientes grupos
funcionales de PAM y gelatina. Por medio del microscopio electrénico de barrido se
observé la estructura porosa de los hidrogeles, sin embargo, se observé que la
cantidad de poros disminuye con la incorporacién de gelatina a la red PAM. Ademas
se realizaron las pruebas de capacidad de hinchamiento de los hidrogeles, se
observo que los hidrogeles de PAM presentaron mayor capacidad de hinchamiento
en comparacion con los hidrogeles de gelatina y combinados, sin embargo, entre
los hidrogeles combinados de PAM/Gel, la formulacion con 0.3 % de gelatina mostro
una mejor capacidad de hinchamiento. La prueba de citocompatibilidad mostré que
tanto los fibroblastos murinos como los humanos permanecen con una viabilidad
superior al 70 % en contacto con hidrogeles y los extractos, por lo que los materiales
se consideran compatibles bajo las condiciones analizadas. Ademas, estos
hidrogeles son compatibles con los eritrocitos humanos, ya que el analisis
cuantitativo demostré una hemolisis menos al 2 % . Se observo que el hidrogel
combinado con 0.3 % de gelatina fue el hidrogel que presento mejores propiedades
reologicas, esto puede ser debido a una mayor densidad de reticulacion formando
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un hidrogel mas estable. En conclusion, esta red podria ser una buena opcién como

matriz extracelular biosintética para estudios in vitro del comportamiento celular.

11.
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