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hinchamiento en los andamios PLA-CMC durante 3 semanas.
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concentracién de AC agregado en los andamios. B) Tamanio de poro observado en
los andamios bajo tres diferentes concentraciones de AC.

Figura 3.16. Termogramas DSC de A)PLA-HA, B) CMC y C) ADF10CX.

Figura 3.17. A) Esquema de la viabilidad celular basado en el ensayo MTT.
B)Absorbancia de los andamios después de 24 horas de incubacién con CMM 500-
010. ****(p>0.0001).

Figura 4.1. Esquema de la metodologia para el procesamiento de andamios por
medio de las técnicas A) Impresion 3D y B) electrohilado (EH).

Figura 4.2. Andamios de PLA procesado mediante A) EH e B) impresion 3D.
Estructura interna de los andamios C) PLA-EH y D) PLA-3D, bajo microscopia
dptica de campo claro a una magnificacién de 500x.
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tamario de los poros (DTP) observados en el andamio de PLA EH. C) Distribucion
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Figura 5.1. Esquema de la metodologia propuesta para construir andamios
poliméricos multicapa. (a)determinacion de la cantidad de CMC; (b)formulacién
de la solucion de anclaje; (c)montaje del andamio y (d)entrecruzamiento de los
polimeros.

Figura 5.2. Metodologia para la remocién de AC remanente: A) ajuste de pH con
agua estéril hasta alcanzar pH de 6.5 y B) ajuste de pH con medio de cultivo hasta
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Figura 5.3. Fotografias macroscdpicas del compuesto multicapa PCH10CX-1%CS
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Figura 6.4. Espectros FTIR-ATR obtenido de los andamios multicapa al modificar
la concentracién de AEQ y exponerlos a un tratamiento térmico posterior.
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Abreviaturas

3D Tercera dimensidn.

AC Acido citrico.

ADNCc Acido desoxirribonucleico complementario.
AEQ Agentes de entrecruzamiento quimico.
AH Acido hialurénico.

CM Células madre.

CMC Carboximetilcelulosa.

CMM Células madre mesenquimales.

CMPP Células madre pluripotenciales.

Cq Ciclo de umbral critico.

CS Condroitin sulfato.

DFT Distribucién del tamafio de fibra.

GAG Glicosoaminoglicanos.

HAp Hidroxiapatita.

IT Ingenieria de tejidos.

MEC Matriz Extracelular.

PBS Tampédn de fosfato salino.

PLA Poli(acido lactico).

SBF Fluido corporal simulado.
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Glosario

Anabolismo: Conjunto de procesos metabodlicos en el cuerpo que se encargan de
construir y sintetizar moléculas mas complejas (proteinas, lipidos y carbohidratos,) a

partir de componentes mas simples.
Anhidroglucosa: Una forma de glucosa sin agua.

Anodmeros: Isémeros que difieren en la configuracion espacial alrededor de un dtomo

de carbono anomérico en los azucares.

Articulacion sinovial: Tipo de articulacién movil en el cuerpo humano, con cavidad

sinovial que permite el movimiento entre los huesos.

Biocompatible: Material que es compatible con sistemas biolégicos, como tejidos y

organos, sin causar respuestas adversas.

Biodegradable: Capacidad de un material para descomponerse de forma natural

mediante procesos biologicos.

Colgajo: Un segmento de tejido vascularizado que se traslada de un lugar a otro en el

cuerpo para la reconstruccion.

Corticoesteroides: Medicamentos que contienen esteroides y tienen propiedades

antiinflamatorias.

Desbridamiento: Proceso de limpieza y eliminacién de tejido muerto o dafiado,

comunmente utilizado en heridas.

Diartrosis: Tipo de articulacién sinovial que permite el movimiento libre entre los

huesos.

Ectodermo: Capa externa del embridon que se desarrolla en tejidos como la piel y el

sistema nervioso.

Eluatos: Sustancias arrastradas por un disolvente desde una matriz, como en la

cromatografia.
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Endédgenos: Procesos o sustancias que se originan internamente dentro del cuerpo.

Epiglotis: Una estructura en la garganta que evita que los alimentos entren en la

traquea durante la deglucion.

Fenotipo: Conjunto de caracteristicas observables de un organismo determinadas por
su genotipo (informacién genética unica que determina las caracteristicas y rasgos de

un individuo) y el entorno.
Hueso subcondral: Hueso situado debajo del cartilago en una articulacion.
Liquido sinovial: Fluido que lubrica las articulaciones y facilita el movimiento.

Matriz extracelular: Red de moléculas que proporciona soporte estructural y sefiales

a las células en tejido.

Mesodermo: Capa del embrion que se desarrolla en tejidos como musculos, huesos y

sistema circulatorio.
Migracion celular: Movimiento de células de un lugar a otro en el cuerpo.

Morfogénesis: Proceso de formacion de la estructura y forma del cuerpo durante el

desarrollo embrionario.

Osteofitos: Crecimientos 6seos anormales en los bordes de los huesos, cominmente

asociados con la osteoartritis.

Pericondrio: Tejido que rodea el cartilago y contribuye a su crecimiento y

mantenimiento.

Polipéptidos: Cadenas cortas de aminodacidos, los componentes basicos de las

proteinas.
Prolifertiva: Relativo al aumento rapido del nimero de células.

Proteoglicanos: Moléculas compuestas de proteinas y carbohidratos que forman parte

de la matriz extracelular.
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Tejido conectivo: Tipo de tejido que proporciona soporte estructural y conexiones

entre diferentes tipos de tejidos en el cuerpo.
Tumorigénica: Capacidad de causar la formacién de tumores.

Viscosuplementos: Sustancias inyectables para aumentar la viscosidad del liquido

sinovial en articulaciones con osteoartritis.
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Resumen

Compositos poliméricos entrecruzados de CMC-PLA y su posible uso
como andamio para soporte y diferenciacion de células para

regeneracion de cartilago

Aspectos destacados:

e Uso de materiales base, considerados como “materias primas”.

e Incorporaciéon de concentraciones de CS por debajo del 1% (p/p).

¢ Usoymanejo de técnicas de bajo costo y facil acceso para el procesamiento de cada
una de las capas del andamio.

¢ Implementacion de metodologia novedosa para conformar un andamio multicapa.

e Identificaciéon de la expresion de genes caracteristicos de la condrogénesis, sin el

uso conjunto de factores de crecimiento.

El cartilago articular hialino, esencial para el o6ptimo funcionamiento de las
articulaciones, tiene una capacidad limitada de regeneraciéon debido a su anatomia e
histologia. A pesar de los avances en este campo en los ultimos afios, la mayoria de los
tratamientos disponibles no han ofrecido los mejores resultados y a menudo tienen un
caracter profilactico. La ingenieria de tejidos (IT) se presenta como una rama de la
ingenieria biomédica que ofrece soluciones prometedoras para la reparacion y
regeneracion de tejidos dafiados. En este contexto, los andamios poliméricos multicapa
surgen como una estrategia innovadora para recrear eficazmente la compleja

estructura basada en células y macromoléculas del cartilago.

Por primera vez, hasta donde es del conocimiento del autor, se presenta la
conformacion de un andamio multicapa bioinspirado mediante la sinergia del
Poli(acido lactico) (PLA) y la carboximetilcelulosa (CMC), entrecruzada con acido

citrico (AC), junto con la Hidroxiapatita (HAp) y el Condroitin Sulfato (CS). A través de
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las técnicas de impresion en tercera dimension (3D), electrohilado (EH) y fundicién por
disolvente (FDLP), se cre6 un microambiente que imita al tejido nativo, proporcionando
una estructura tridimensional estratificada con porosidades macroscépicas, alta
capacidad de retencion de agua (hasta = 490%), superhidrofilicidad (6 = 13.8° + 1.3°),
estabilidad mecanica y una excelente respuesta biolégica hacia células madre
mesenquimales (CMM), logrando una alta tasa de viabilidad celular (>90%) y actividad
metabdlica, asi como la expresiéon de los principales genes de diferenciacién

condrogénica (Sox9, Col2A1 y Acan).

Este estudio demuestra la viabilidad de los andamios poliméricos multicapa para
aplicaciones en ingenieria de cartilago. La combinaciéon de materiales biodegradables,
la regulaciéon de propiedades intrinsecas y extrinsecas, y el disefio de andamios con
caracteristicas similares a la matriz extracelular (MEC) ofrece una estrategia
prometedora para la regeneracion efectiva del tejido cartilaginoso. Sin embargo, las
limitaciones en la calidad de las materias primas y la falta de estimulos externos de
compresion mecanica deben considerarse en futuras investigaciones en este ambito.
No obstante, el enfoque de la presente tesis es innovador y podria tener un impacto

significativo en el campo de la medicina regenerativa y la terapia de tejidos.

Palabras Clave: Andamios multicapa, ingenieria de cartilago, Poli(acido lactico),

carboximetilcelulosa, condroitin sulfato.
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Abstract

Crosslinked CMC-PLA Polymeric Composites and Their Potential Use

as Scaffolds for Cell Support and Cartilage Regeneration

Highlights:

e Use of base materials considered as "raw materials."

e Incorporation of CS concentrations below 1% (w/w).

e Use and implementation of low-cost and readily accessible techniques for
processing each layer of the scaffold.

e Novel methodology used for constructing a multilayered scaffold.

¢ Identification of characteristic gene expression in chondrogenesis without the

simultaneous use of growth factors.

Hyaline articular cartilage, crucial for optimal joint function, has limited regenerative
capacity due to its anatomy and histology. Despite recent advances in this field, most
available treatments have not yielded optimal results and often have a prophylactic
nature. Tissue engineering (TE) emerges as a branch of biomedical engineering that
offers promising solutions for the repair and regeneration of damaged tissues. In this
context, multilayered polymeric scaffolds arise as an innovative strategy to effectively

recreate the complex cell and macromolecule-based structure of cartilage.

For the first time, as far as it is known to the author, the formation of a bioinspired
multilayered scaffold is presented, leveraging the synergy of Poly(lactic acid) (PLA) and
carboxymethylcellulose (CMC), crosslinked with citric acid (CA), along with
Hydroxyapatite (HAp) and Chondroitin Sulfate (CS). Through third-dimensional
printing (3D), electrospinning (ES), and solvent casting (SC), a microenvironment
mimicking native tissue was created, providing a stratified three-dimensional structure

with macroscopic porosities, high water retention capacity (up to = 490%),
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superhydrophilicity (6 = 13.8° + 1.3°), mechanical stability, and an excellent biological
response to pluripotent stem cells (PSCs), achieving a high cell viability rate (>90%)
and metabolic activity, as well as the expression of key chondrogenic differentiation

genes (Sox9, Col2A1, and Acan).

This study demonstrates the feasibility of multilayered polymeric scaffolds for
applications in cartilage engineering. The combination of biodegradable materials,
regulation of intrinsic and extrinsic properties, and scaffold design with features
resembling the extracellular matrix (ECM) offers a promising strategy for the effective
regeneration of cartilaginous tissue. However, limitations in raw material quality and
the absence of external mechanical compression stimuli must be considered in future
research in this field. Nonetheless, this approach is innovative and could have a

significant impact in the field of regenerative medicine and tissue therapy.

Keywords: Multilayered scaffolds, cartilage engineering, Poly(lactic acid),

carboxymethylcellulose, chondroitin sulfate.
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Introduccion

El cartilago articular humano en su estado sano es un tejido vivo que permite un
movimiento practicamente exento de friccion en las articulaciones sinoviales, al mismo
tiempo que protege al hueso subcondral del estrés mecanico, gracias a su amplia red de
matriz extracelular (MEC) y las macromoléculas que lo conforman (coladgeno, elastina,
fibronectina, proteoglicanos y lamininas) [1]. Desde una perspectiva histoldgica, el
tejido cartilaginoso, situado en la diartrosis, exhibe una estructura excepcionalmente
organizada en zonas de células, denominadas condrocitos, y MEC [2]. Cada una de estas
zonas presentan variaciones tanto en su estructura como en su composicién, abarcando
aspectos como el didmetro y la orientacion de las fibras de coldgeno, concentracion de
proteoglicanos, como el condroitin sulfato (CS), y el volumen de agua anclada a estos
proteoglicanos [3]. Tales variaciones ejercen una influencia significativa en la
morfologia y las funciones de los condrocitos, dependiendo de la regién del cartilago en

la que se encuentren [4].

En el ambito de la ciencia médica, no es un secreto que a medida que envejecemos, la
actividad anabdlica y proliferativa de muchos de nuestros tejidos disminuye de manera
notable. Aunque el cartilago es un tejido resistente y duradero no es una excepcion a
este fendmeno, ya que en su etapa de maduracidn, la actividad mitética se reduce casi
en su totalidad, manteniendo solamente una baja actividad metabélica destinada a la
sintesis y degradacién de los componentes de la MEC [5]. A pesar de la marcada
respuesta del hueso subcondral, estas condiciones, sumadas a la escasa presencia de
vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas [6], dificultan la migracién de
células cartilaginosas en caso de producirse una lesion [7], dando lugar a un tejido
fibroso o fibrocartilaginoso que es mecanicamente inadecuado para una union
estructural duradera [8]. Esta es la razon por la cual la mayoria de las afecciones
cartilaginosas experimentan una evolucion negativa, afectando la estructura y funcién

de los tejidos u 6rganos, lo que conlleva dolor y restricciones en el movimiento [9].
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De acuerdo con el Colegio Americano de Reumatologia y Artritis, en el afio 2020,
aproximadamente 302 millones de personas en todo el mundo sufrian de algun
problema relacionado con la degeneracion o atrofia en alguna articulacién [10]. Hasta
el afio 2017, en México, de acuerdo con cifras del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), se tenia registro de un alto porcentaje de casos, afectando poco mas
de un millén de personas, de las cuales el 40% sufria de dolor crénico [11]. Esto se
traduce en una pérdida aproximada de 2.3 afios de vida saludable, lo que contribuye a
que sea una de las diez principales causas de invalidez total en México, aumentando asi
la carga econdmica y social del pais [12]. Se espera que estas cifras sigan en aumento
debido a la obesidad y los malos habitos alimenticios, que son especialmente comunes
entre los jovenes [13]. La carga adicional que lleva estas articulaciones, debido al exceso

de peso corporal, contribuye al desgaste prematuro del cartilago articular [14].

Idealmente, los tratamientos médicos deberian de reconstituir o imitar la compleja
composicion macromolecular del cartilago articular, asi como su organizacion
especifica por zonas [15]. Sin embargo, las opciones terapéuticas disponibles
actualmente, como la implantacién de condrocitos autélogos [16], aloinjertos [17] y la
microfractura [18], en muchas ocasiones se limitan a mitigar los efectos secundarios, a
pesar de mostrar una gran eficiencia [19]. Esto se debe a la falta de una integracién

celular sélida con el tejido nativo, lo que promueve la formacion de fibrocartilago [6].

Alo largo de la historia, la ingenieria de tejidos (IT) ha implementado estrategias para
desarrollar materiales capaces de replicar las funciones mecanicas y biologicas del
tejido 6seo y cartilaginoso [20]. En este contexto, la técnica de andamios multicapas ha
emergido como un enfoque prometedor para abordar los desafios en la regeneracion
del cartilago. La capacidad de recrear una estructura multicapa similar al tejido
cartilaginoso nativo ofrece nuevas posibilidades para mejorar la funcién y viabilidad de
los implantes utilizados en la terapia regenerativa del cartilago [21]. Para lograrlo, se
han utilizado diversas aproximaciones conjuntas que aseguran el control de las
propiedades intrinsecas y extrinsecas. Entre estos enfoques se incluye la impresion en
tercera dimension (3D), que permite regular el tamafio y distribucion de poros [22]; el

meétodo de electrohilado (EH), que contribuye a mantener la estabilidad mecanica y el
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control en la direccién de las fibras [23]; y la fundicién con disolvente (FDLP), que

garantiza el control en el disefio del andamio [24].

Los hidrogeles, estructuras poliméricas tridimensionales capaces de retener grandes
cantidades de agua sin comprometer su estabilidad mecanica [25], son ampliamente
utilizados en IT para migracion celular, la curacion de heridas y la morfogénesis, debido
a su capacidad de degradacién controlada y su similitud con la matriz extracelular
(MEC) [26,27]. Los hidrogeles con base en materiales sintéticos biodegradables, como
el poli(acido lactico) (PLA), proporcionan resistencia mecanica para mantener una
tension en las células alojadas en el hidrogel, permitiendo emular la carga que soporta
el tejido nativo [28,29]. A diferencia de la mayoria de los polimeros sintéticos, los
compuestos naturales son biodegradables y biocompatibles, aunque carecen de
resistencia mecanica [30]. Ciertos polimeros naturales, como la carboximetilcelulosa
(CMC), con grupos funcionales carboxilico (-COOH) e hidroxilo (-OH) [31], atraen agua
proporcionando un entorno similar a la MEC [32], al igual que ciertos aditivos
ceramicos como la hidroxiapatita (HAp), que no solamente ayudan a mantener un
entorno hidrofilico [33,34], sino que, ademas, fomentan un microentorno propicio para

la diferenciacion y la fijacion estable de células cartilaginosas calcificadas [35,36].

A pesar de que en los dltimos afios ha habido un gran progreso en el tratamiento de las
enfermedades articulares, la mayoria de los tratamientos disponibles actuales carecen
de integracion con el tejido nativo. Por lo tanto, en el presente trabajo se propone el
procesamiento, a partir de tres diferentes técnicas, de un andamio polimérico
multicapa compuesto a partir de CMC y PLA en conjunto con HAp y condroitin sulfato
(CS) para generar una estructura que proporcione la capacidad de estimular la

diferenciacion de células madre (CM) hacia un linaje condrogénico.
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Principal problema por solucionar (Justificacion)

De acuerdo con la mas reciente informacién proporcionada por el Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) en el afio 2018, 6 de cada 10 pacientes que solicitaron una
consulta programada o de emergencia, presentaron alguna lesiéon dsea/cartilaginosa

[37,38]; llegando a ser hasta 8 de cada 10 pacientes al sobrepasar los 60 afios [39].

Actualmente, los tratamientos con un indice mas alto de éxito en la recuperacién y
restauracion de la funcion del tejido cartilaginoso son inaccesibles para la mayor parte
de la poblacién y en general, la gran mayoria presentan un caracter profilactico al no
ofrecer los resultados esperados. Por estas razones, el andamio polimero multicapa
compuesto a partir de PLAy CMC comerciales, se propone como un material econ6mico,
accesible y facil de procesar, que pueda generar una diferenciaciéon celular hacia un
linaje condrogénico, mediante la promocién de un microambiente con las mismas

caracteristicas que el cartilago nativo.
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II.

I1L.

IV.

Hipotesis

La concentracién del agente entrecruzante, y los tratamientos térmicos

modifican las interacciones ente el PLA y el CMC.

El hidrogel de CMC entrecruzado es capaz de promover un ambiente himedo
que incentive la interaccion interfacial entre las diferentes secciones del

andamio multicapa.

La presencia de CS en el andamio multicapa incentiva el proceso de
condrogénesis sobre células madre mesenquimales (CMM), al mismo tiempo
que mantiene estable el fenotipo, a pesar de la ausencia de factores de

crecimiento.

La estructura multicapa y distribucién estratificada de un andamio polimérico,
potenciara la capacidad de proliferacion y diferenciacion de CMM para la
formacidon de cartilago articular, sin la presencia de estimulos mecanicos

externos.
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Objetivos

Objetivo general

Generar una estructura de capas diferenciables, con un porcentaje de aditivos

bioactivos en cada una de ellas, mediante el uso de diferentes técnicas de

procesamiento y con condiciones idoneas de un microambiente (retencién de agua,

porosidad, estabilidad mecanica, y degradacion controlada); que sea similar al que

presenta el tejido articular nativo.

Objetivos especificos

1.

Generar la metodologia que permita obtener una estructura con respuesta bioactiva
sobre células madre mesenquimales, mediante la técnica de fundicién con
disolvente (FDLP).

Evaluar el efecto de la concentracion del acido citrico (AC) como agente de
entrecruzamiento quimico (AEQ), asi como de la temperatura y tiempo de curado,
sobre las propiedades fisicoquimicas, mecanicas, térmicas y biolégicas de cada uno
de los andamios resultantes.

Examinar el efecto de la matriz polimérica tridimensional de la CMC entrecruzada
sobre las moléculas de PLA, bajo el procesamiento conjunto por FDLP.

Determinar los parametros adecuados para el procesamiento de PLA mediante las
técnicas de electrohilado (EH) e impresion en tercera dimension (3D).

Establecer el efecto que generan las técnicas de procesamiento por EH e impresion
3D, sobre la estructura y las propiedades intrinsecas de los andamios resultantes.
Desarrollar e implementar la metodologia para conformar una estructura multicapa
mediante la integracién de los andamios resultantes procesados mediante
impresién 3D, EH y FDLP.

Determinar el efecto de la incorporacién del CS, asi como el AC sobre la propiedades

fisicoquimicas, mecanicas y biolégicas de los andamios multicapa.
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8. Establecer el efecto de la concentracién de AEQ y el tratamiento térmico, sobre la
estructura de los andamios multicapa.

9. Evaluar el efecto conjunto entre la modificacién en la concentraciéon de CS y las
propiedades mecanicas/morfolégicas de los andamios multicapa, durante el

proceso de condrogénesis de las células madre mesenquimales (CMM).
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Compendio del trabajo de investigacion

El presente proyecto de tesis esta compuesto por un total de 6 capitulos. A continuacién,

se presenta la descripcion concisa del contenido de cada uno de estos:

CAPITULO 1. En este capitulo, inicialmente, se muestra el andlisis detallado sobre la
evoluciéon en las tendencias de investigacion sobre la regeneracion del cartilago
articular a lo largo de los dltimos 10 afios (2013-2023), al mismo tiempo se exponen las
contribuciones que se han realizado en este dmbito en México durante el mismo
periodo de tiempo. Posteriormente, se presentan generalidades anatémicas y
fisiolégicas del tejido cartilaginoso hialino, asi como el origen y las limitaciones fisicas
que generan su deterioro. Enseguida, se revisa el estado del arte acerca de los
tratamientos actualmente disponibles para enfermedades del cartilago articulas, donde
se ahondara en las limitaciones y desafios que presentan cada uno. Asimismo, se aborda
el estado del arte de las principales técnicas utilizadas para el procesamiento de
andamios multicapa, asi como las categorias y tipos de biomateriales mas cominmente
utilizados en este campo. Finalmente, se presenta la direccién en el trabajo de

investigacion que tiene este proyecto de tesis.

CAPITULO 2. El capitulo esta dividido en dos secciones principales: la primera seccién
enumera los reactivos utilizados para el procesamiento de los andamios mediante las
técnicas de fundicidon con disolventes/lixiviacion de particulas (FDLP), impresion en
tercera dimension (3D) y electrohilado (EH), asi como para la conformacién de los
andamios multicapa. La segunda seccién describe las técnicas analiticas de
caracterizaciéon utilizadas para estudiar las propiedades fisicoquimicas, mecanicas,

térmicas y biologicas de los andamios obtenidos.

CAPITULO 3. El procesamiento por FDLP, de la primera de tres secciones que
conforman el andamio multicapa, se describen en este capitulo. Esencialmente, esta
seccidn se centra en discutir con detalle el proceso de entrecruzamiento entre la CMCy

el AC bajo las condiciones experimentales establecidas en la metodologia, haciendo
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énfasis en la temperatura y el tiempo de curado. Ademas, se estudia el efecto de la
estructura 3D formada por la reticulaciéon del CMC sobre las cadenas poliméricas del
PLA, especificamente las modificaciones y restricciones que impone sobre su
estructura. Por ultimo, se analiza el efecto de la concentracién de acido citrico (AC),
como agente de entrecruzamiento quimico (AEQ) sobre las propiedades fisicoquimicas,
mecanicas, térmicas y bioldgicas finales de los andamios conformados por reactivos

considerados comercialmente como “materias primas”.

CAPITULO 4. Alo largo de este capitulo se presentan, ademas de las condiciones fijadas
para el procesamiento de las dos secciones restantes del andamio multicapa, el efecto
puntual que ejercen las condiciones individuales de cada una de las técnicas de
procesamiento seleccionadas (EH e impresién 3D) sobre el andamio de PLA resultante.
Esencialmente, el capitulo se centra en el analisis y discusion sobre las modificaciones
observadas en la disposicidn espacial, tipo de morfologia y topologia exhibida, asi como
el comportamiento de la quimica superficial y, por ende, de las propiedades de
mojabilidad de los andamios denominados PLA 3D y PLA EH. Finalmente, mediante un
andlisis de calorimetria diferencia de barrido (DSC, por sus siglas en inglés), se analizan
las repercusiones de la eleccion de “materias primas” como reactivos precursores, al
establecer su efecto sobre la estabilidad térmica, la rugosidad, la hidrofilicidad y el

tamanfo de los poros en la superficie de los andamios.

CAPITULO 5. Esta seccién se aborda el efecto y las posibles repercusiones que genera
la eleccion del AC, como AEQ, durante la exposicion de los andamios multicapa a
condiciones biol6gicamente similares a las del cuerpo humano. Ademas, en conjunto,
se estudia el impacto que genera la incorporacion de una concentraciéon de condroitin
sulfato (CS), agregado de forma diferente a lo usualmente reportado en la literatura,
sobre la respuesta citotdxica y la actividad metabdlica de fibroblastos de la linea celular
L929, que interactiian de forma directa con los andamios multicapa a lo largo de siete

dias continuos.

CAPITULO 6. Tomando en consideracién todas las observaciones realizadas sobre las

condiciones experimentales, el capitulo seis explora de manera especifica el efecto de
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la temperatura y la concentraciéon de AEQ sobre los componentes individuales que
integran los andamios multicapa. Del mismo modo, se establece la influencia que genera
el uso conjunto de una estructura multicapa con una concentracién reducida de CS
sobre la diferenciacion y el mantenimiento del fenotipo, en células con la capacidad de

diferenciacién hacia un linaje cartilaginoso.

CONCLUSION GENERAL. Finalmente, se presenta una conclusiéon general de los
principales resultados junto con las contribuciones realizadas a este campo y los

productos cientificos generados a partir de esta investigacion.
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CAPITULO 1. Avances en el desarrollo de andamios
poliméricos multicapa para aplicaciones en

Ingenieria de Cartilago: Estado actual.

1.1 Analisis bibliométrico

El gran auge que ha tenido la ingenieria de tejidos (IT) en las ultimas dos décadas se
debe a la prometedora estrategia de sanar tejidos y drganos danados mediante
constructos o andamios bioldgicos funcionales [40]. La premisa fundamental es que,
mediante la manipulaciéon de células, andamios y estimulos, es posible generar
constructos capaces de integrarse con los tejidos nativos tras la implantacién,
restableciendo asi las funciones perdidas [41]. En los ultimos afios, ha surgido un
creciente interés en el desarrollo de andamios para uso en regeneracion de tejido
cartilaginoso, en especifico para cartilago articular, debido a la amplia gama de
materiales y aditivos bioactivos disponibles como precursores, que se combinan con las

mas recientes metodologias de procesamiento [42].

El andlisis bibliométrico tiene como objetivo analizar la investigacion y el desarrollo en
la regeneracion de tejido cartilaginoso, y con ello articular e identificar a través del uso
de mapas bibliométricos y del software de cddigo abierto VOS Viewer [43], en conjunto
con la base de datos Scopus®, las tendencias de investigacion en este campo. Mediante
estas herramientas, se identificé un total de 210 articulos cientificos publicados en el

periodo 2013-2023 al introducir las palabras clave “Condroitin sulfato”, “Ingenieria de

tejidos” y “Cartilago”.

El software VOS Viewer proporciona cinco tipos de analisis bibliométricos: coautoria,
coocurrencia, citas, acoplamiento bibliografico y cocitacion. En este estudio, se utilizd
el analisis de coocurrencia para examinar las palabras clave de los 210 articulos,
incluyendo palabras clave del indice como las propuestas por los autores, con el fin de

identificar las palabras clave destacadas que reflejen las tendencias en la investigacion.
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Se utiliz6 el método de recuento completo y se establecié un umbral de coocurrencia de

40, con el proposito de minimizar la redundancia en la medida de lo posible.

Asi, el analisis resulto en la identificacion de tres grupos distintos (representados en
verde, azul y rojo), como se muestran en la Figura 1.1. La visualizaciéon de la densidad
revela la profundidad de las palabras clave analizadas en cada grupo y la relacion entre
los distintos temas, destacando los principales en cada conjunto. Las palabras clave en
cada grupo fueron etiquetadas con diferentes circulos de colores, donde el tamafio de
los circulos se correlaciona directamente con la frecuencia de apariciéon de palabras

clave en los articulos de la muestra.
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Figura 1.1. Representacion de las palabras clave en forma de red interconectada.

A partir de larevision de los articulos, se observo que la mayoria de los autores plantean
diversas tendencias para futuras investigaciones. Estas incluyen el uso de biopolimeros
en ingenieria de tejidos cartilaginoso, la exploraciéon de los mecanismos de interaccion
bioquimica de los glicosoaminoglicanos (GAGs) y el desarrollo de andamios con

capacidad biomimetica. Estas tendencias se muestran en la Tabla 1.1.
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Desde hace un par de décadas, el evidente incremento en el uso de polimeros de fuentes
naturales, como el CS, se debe a la alta disponibilidad de los mismos [44-49], junto con
la aparente capacidad ilimitada de reaccionar (quimica o fisicamente) con otros tipos
de materiales, como los polimeros sintéticos [24], para dotarlos de propiedades
bioldgicas a cambio de corregir sus carencias mecanicas y asi crear condiciones que
simulen un microambiente lo mas parecido al tejido nativo [25]. De esta manera, se
pretende avanzar mas en el entendimiento de las complejas interacciones bioquimicas
con las células, que estimulan y potencian la actividad de regeneracion en el tejido

cartilaginoso [50].

Tabla 1.1. Tendencias de investigacién relevantes.

Tendencias de
Palabras clave
busqueda

Acido alginico, animales, biocompatibilidad, biomaterial,
Biopolimeros en
regeneracion de cartilago, quitosano, condroitin sulfato,
ingenieria de
- gelatina, humano, acido hialurdnico, hidrogel, no humano,
tejidos
osteoartritis, porosidad, regeneracion, ingenieria tisular,
cartilaginoso
regeneracion tisular, andamio tisular.

Agrecano, articulacion, cultivo celular, diferenciacién celular,
Mecanismo de proliferaciéon  celular, viabilidad celular, condrocito,
interacciéon de los | condrogénesis, colageno, estudio controlado, matriz
GAGs extracelular, expresiéon génica, glicosoaminoglicanos, célula

madre mesenquimal, metabolismo.

Andamios con
Biomecanica, biomimética, hueso, cartilago, enlaces cruzados,
capacidad
compuestos de azufre.
biomimética

Para apoyar la direccion de las investigaciones propuesta anteriormente, se realiz6é un
grafico de visualizacién superpuesta de las palabras clave [51]. Como se puede observar

en la Figura 1.2, los principales temas de investigacion han experimentado cambios a
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lo largo del tiempo. A partir de finales del afio 2017 y principios de 2018, se percibe un
cambio en el enfoque de la investigacion, pasando del uso de polimero naturales, como
el quitosano o el colageno, para construir estructuras monocapa, hacia la utilizacion de
biopolimeros con componentes de azufre para ensamblar estructuras 3D, con el
objetivo de mejorar la biocompatibilidad de los andamios en contacto con condrocitos,
y células madre (CM). Este cambio de enfoque abre las puertas para una amplia gama
de oportunidades de investigacion, para académicos interesados en explorar nuevos e

innovadores materiales de acuerdo con estas tendencias.
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Figura 1.2. Evolucion en la direccion de investigacion mediante la palabras clave.

Mediante la plataforma LENS®, utilizando las mismas palabras clave que en el analisis
previo, se recuperaron articulos en coautoria de 710 instituciones distribuidas en 49
paises/regiones, con el propoésito de visualizar el progreso cientifico en este campo a
nivel global [52]. La Figura 1.3A muestra la distribucién global de la producciéon
cientifica en el campo de la ingenieria de tejidos cartilaginosos donde México, a lo largo
de estos 10 afios (2013-2023), s6lo ha contribuido con 2 articulos de investigacién. Por
ende, no resulta sorprendente que México no figure entre los 10 paises con mayor
numero de publicaciones en este campo, destacandose Estados Unidos, Reino Unido,

China, Paises Bajos, Australia, Portugal, Italia, Alemania, Espafia y Suiza (Figura 1.3B).
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Ademas, en la Figura 1.3C, se puede observar que, en los principales centros de
investigacion, ubicados en los paises anteriormente mencionados, se encuentran
enfocados principalmente en los temas de condroitin sulfato, quimica, ingenieria de

tejidos, cartilago e ingenieria biomédica.
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Figura 1.3. Contribucién mundial a la investigacion sobre la regeneracion del tejido
cartilaginoso. A) Produccion cientifica mundial; B) Los 10 paises con mayor
productividad; C) Campos de estudio en los principales centros de investigacion del

mundo.

La informacion previa ilustra cdmo ha evolucionado y se encuentra actualmente la
investigacion en esta area. Sobre todo, proporciona una visién hacia dénde se esta
dirigiendo la investigacion y destaca la excelente oportunidad que la ciencia mexicana
posee para desarrollar proyectos en este ambito. Estas tendencias de investigacion se

han considerado en la realizacion de este trabajo de tesis.
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1.2 Generalidades del tejido cartilaginoso

El tejido cartilaginoso, un tipo de tejido conectivo altamente especializado, se distingue
de otro tipo de tejidos debido a su composicion Unica, ya que contiene un solo tipo de
célula, conocida como condrocito [53]. Este tejido se encuentra distribuido en varias
partes del cuerpo, como las articulaciones, el sistema respiratorio y el sistema
musculoesquelético, entre otros ejemplos [54]. Existen tres tipos principales de
cartilago: hialino, elastico y fibroso (Figura 1.4), cada uno con una estructura dnica que

le confiere elasticidad, resistencia a la compresion y a los esfuerzos de corte [55].

Cartilago Hialino Cartilago Eléastico Fibrocartilago

- -~ - - -

Pericondrio
- ' D
Condrocnos G:.D

€5) .
900 SEoiczs
Q % (-1 /

7

Matrix extracelular Condrocitos Fibras de colageno

Figura 1.4. Diagrama de los tipos de cartilago y sus diferencias mds importantes.

Tomada y modificada de Gartner (2021) [55].

El cartilago hialino, también conocido como articular, es el tipo mas comuin y se
encuentra en las articulaciones, las costillas y las vias respiratorias. Por su parte, el
cartilago elastico se encuentra en estructuras que requieren mayor flexibilidad, como
el pabelldn auricular y la epiglotis [56]. El cartilago fibroso, también conocido como
fibrocartilago, contiene mayor cantidad de fibras de colageno y se encuentra en areas
que necesitan soportar cargas intensas, como los discos intervertebrales y los meniscos

de las rodillas [57].
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1.2.1 Cartilago articular: funcion y organizacién

El cartilago articular es un tejido elastico de varios milimetros de espesor (2-4 mm)
[3,58], caracterizado por ofrecer una superficie lubricada que permite reducir la
fricciéon. Al mismo tiempo, es capaz de transferir y distribuir las fuerzas de compresion
en los huesos, permitiendo su deslizamiento y rotaciéon sin desgaste [59]. Esto es
posible gracias a su abundante, y altamente especializada red de matriz extracelular
(MEC), que se organiza en cuatro zonas distintas: la zona superficial, la zona media, la

zona profunda y la zona de cartilago calcificado (Figura 1.5) [60].

Superficie articular
/ J;ff g Zona
———————————f — #| superficial (10- —
Elas e i 20%) 1 E

# ' Zona media =
- (40-60%) =

Zona profunda

cow i

Zona calcificada —p*

Hueso subcondral
Condrocitos  Interfase Interfase ~ Hueso esponjoso

Figura 1.5. Estructura del Cartilago Articular Adulto: En la imagen de la izquierda, se
presenta un esquema que ilustra la organizacion celular en las distintas zonas del tejido.
En la imagen de la derecha, se muestra la arquitectura de las fibras de coldgeno.

Tomada y modificada de D. Correa (2017) [6].

La zona superficial, que abarca aproximadamente entre el 10% y el 20% del grosor
total del cartilago, desempenfa un papel fundamental al conferir caracteristicas de un
deslizamiento suave y una resistencia a esfuerzos de corte [61]. Los condrocitos y la
abundante cantidad de fibras de colageno son los responsables de dotar a esta zona de
sus propiedades distintivas. Mientas los condrocitos expresan proteoglicanos, es decir,
proteinas especificas unidas a glucosaminoglicanos (GAG) (heteropolisacaridos
anionicos [62]) para proporcionar funciones de lubricacién y proteccion, la
organizacion meticulosa de las fibras de colageno presentes esta zona le confiere la

resistencia a la traccién. Por esta razdn, los condrocitos presentan una morfologia
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elongada y las fibras de coldgeno se encuentran altamente compactadas y dispuestas

en paralelo a la superficie articular [63,64].

La zona media representa aproximadamente del 40% al 60% del espesor total del
cartilago. En esta zona, la organizaciéon de las fibras de colageno es menos regular
debido al bajo empaquetamiento y a su alineamiento al azar con relacion a la superficie
de las fibras. Ademas, los condrocitos en esta capa adoptan una morfologia redonda
[65]. En la zona profunda, 30% del espesor total del cartilago, el coldgeno se compone
de largas fibras orientadas perpendicularmente a la superficie articular. Esta capa se
caracteriza por presentar la mayor concentracién de proteoglicanos, pero con una
menor concentracién de agua. Finalmente, el cartilago calcificado, una fina capa que
separa el hueso subcondral del cartilago articular, contiene pequefas células atrapadas

en un matriz calcificada con sales de apatita [66].

1.2.2 Deterioro del cartilago articular

A pesar de la notable resistencia del cartilago, al igual que otros tejidos, no esta exento
de la disminucién en su actividad anabdlica y proliferativa a medida que pasa el tiempo.
Aunque durante su proceso de desarrollo los condrocitos se multiplican rapidamente,
una vez que se alcanza la fase de maduracion, las células presentes carecen de contacto
entre si y no mantienen conexion con el exterior [67]. Como resultado, la diferenciacion
disminuye al minimo, ya que la nutricion por medio del liquido sinovial, se ve
dificultada al tener que atravesar una densa estructura cartilaginosa compuesta por

una doble barrera: la membrana sinovial y la MEC [68,69].

En el estado de maduracion, los condrocitos generalmente sintetizan macromoléculas
que mantienen la MEC y pueden aumentar su tasa de sintesis ante una lesion, sin
embargo, son incapaces de reparar defectos tisulares importantes [70], los cuales
suelen ser mayormente provocadas por traumatismos, enfermedades o lesiones
deportivas [71,72]. Ademas, el cartilago también puede experimentar desgaste y
degeneracion debido a factores como el sexo, la genética y ciertas enfermedades como

la obesidad o enfermedades metabolicas [73,74].
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1.2.2.1 Osteoartritis (OA)

Considerada como la principal enfermedad crénico-degenerativa de las articulaciones,
la OA afecta principalmente al cartilago articular y es la forma mas comun de artritis.
Esta enfermedad puede presentarse en cualquier articulacién del cuerpo, pero se
observa con mayor frecuencia en las articulaciones de carga, como las rodillas, la

cadera, las manos y la columna vertebral (Figura 1.6A)[75].

Figura 1.6. Imdgenes macroscdpicas de cartilago articular humano: (a) fotografia de
una articulacién femoral de la rodilla normal; (b) articulacion femoral de la rodilla con
osteoartritis, presenta varias erosiones en la superficie (*). Tomada y modificada de

Grogan (2015) [76].

En la osteoartritis el desgate gradual del cartilago articular (Figura 1.6B), sumando a la
poca presencia de vasos sanguineos en estos tejidos, con el tiempo resulta en una
disminucién de la amortiguacion y el deslizamiento suave de la articulacion [76]. Esto
puede llevar a sintomas como: dolor, rigidez, inflamacién, asi como pérdida total o
parcial de la funcién. A medida que la enfermedad contintia avanzando, se pueden
presentar cambios en los huesos adyacentes, como la formacién de osteofitos a lo largo

de los bordes de los huesos y la deformidad de las articulaciones [77].
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1.3 Tratamientos disponibles actuales para enfermedades del

cartilago articular

La regeneracion del cartilago articular es un desafio debido a la limitada capacidad de
autoreparaciéon de este tejido. Por lo tanto, el enfoque del tratamiento para su
regeneracidon puede variar segiin la gravedad de la lesion, la edad y las necesidades
individuales del paciente (Tabla 1.2) [78]. Aunque el objetivo principal de los
tratamientos es aliviar los sintomas y mejorar la funcién articular y ralentizar la
progresion de la enfermedad [79], resulta esencial considerar todas las opciones de
manejo no quirurgico antes de recurrir a cualquier procedimiento quirdrgico definitivo
para un paciente con OA. Estas opciones pueden incluir modificaciones en el estilo de
vida, uso de medicamentos antinflamatorios no esteroideos, fisioterapia e inyeccién de

corticoesteroides o viscosuplementos [80].

El propdsito principal de esta seccidn consiste en llevar a cabo un analisis introductorio
de los diversos tratamientos utilizados en lesiones del cartilago articular, considerando
tanto sus ventajas como desventajas individuales. Es crucial resaltar que la seleccién
del tratamiento definitivo estard siempre sujeta a una evaluacién médica previa,
asegurando que el paciente esté consciente de las consideraciones especificas que cada

enfoque conlleva.

1.3.1 Técnicas de reparacion de tejido

Las técnicas para reparacion de tejido cartilaginoso se centran en corregir los dafios en
el cartilago existente y mejorar sus propiedades mecanicas para restaurar las funciones
de movilidad perdidas. Sin embargo, es importante destacar que la aplicacién de estas
técnicas no siempre conduce a la regeneracidn total del tejido, resultando muchas veces

en la formacidn de cartilago mecanicamente inferior [81].

1.3.1.1 Microfractura

La microfractura es una técnica introducida en la década de 1980 para tratar los
defectos del cartilago articular en la rodilla, mediante el acceso a las células de la medula

6sea en la profundidad de la superficie subcondral, facilitando la curaciéon de dichos
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defectos [82]. Este procedimiento artroscépico implica la creacién de perforaciones
separas de 3 a 4 mm en el hueso subcondral, liberando elementos de la médula 6sea,
como células madre y factores de crecimiento, formando un coagulo que induce la

reparacion del cartilago [83].

En el caso de pequenias lesiones y pacientes con baja demanda postoperatoria, el uso de
la microfractura ha mostrado buenos resultados clinicos en el corto plazo (hasta 24
meses). Sin embargo, después de 5 afos tras la operacién, no se ha llegado a
conclusiones claras sobre el éxito o fracaso del tratamiento, independientemente del
tamafio de la lesiéon [84]. Se ha observado que los pacientes menores a 35 afios
presentan mejores resultados clinicos, sin importar el tamafio de la lesiéon [85]. No
obstante, el cartilago regenerado suele ser de calidad inferior al nativo y podria requerir

terapias adicionales [42].

1.3.1.2 Condroplastia o desbridamiento artroscépico

El desbridamiento artroscopico es una técnica utilizada para eliminar colgajos de
cartilago que generan inflamacién y dolor al momento de realizar cualquier
movimiento, ademds de prevenir la progresion de las lesiones en el cartilago debido al

estrés mecanico o a colgajos inestables [86].

La ventaja clave de esta técnica radica en su corto periodo de recuperacion, debido a su
naturaleza minimamente invasiva. Se trata de un procedimiento econ6mico que no
requiere de una planificacién preoperatoria o un procedimiento por etapas, similar a
otros métodos de reparacion de cartilago. No obstante, su limitacion radica en que no
puede restaurar la congruencia normal del cartilago articular, ya que se enfoca
Unicamente en abordar los problemas mecanicos originados por colgajos de cartilago

desprendidos [87].

1.3.2 Técnicas de sustitucion de cartilago

La aplicacion de estas terapias implica la eliminacion del cartilago dafiado y su
reemplazo con un material sintético o biolégico para aliviar el dolor, reducir la

inflamacion, restaurar la funcién y evitar los mas posible un estado de discapacidad. En
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casos mas severos de dafio al cartilago, se opta por el uso de prétesis de cartilago
artificial. Sino es el caso, se recomienda la aplicacién de células recolectadas del propio

cartilago del paciente o de un donante para estimular la regeneracion [88].

1.3.2.1 Implantacién de condrocitos autélogos (ICA)

La ICA fue descrita por primera vez por Brittberg et. al. [16]. En esta técnica, durante
un procedimiento quirdrgico separado, los condrocitos y un colgajo de periostio se
recogen de una secciéon de articulacién que no soporta peso. Posteriormente, estos
condrocitos se cultivan ex vivo y se inyectan en una suspension de colageno junto con
el colgajo, previamente suturado, en la region del defecto osteocondral. Finalmente, se
sella todo con un pegamento de fibrina [89]. Este tratamiento, probado en 200
pacientes, proporciond resultados duraderos con una tasa de éxito del 71% a los 10

afios y una funcién mejorada en el 75% de los pacientes [90].

Aunque este procedimiento reduce el dolor y la hinchazén de las lesiones de tamafio
entre 1.5 a 2 cm?, existe una morbilidad asociada en el sitio donante debido a la
extraccion del periostio y los condrocitos [91]. La técnica de segunda generacion,
conocida como ICA recubierta con colageno (ICAC), supone una mejora al utilizar una
membrana de colageno porcino, en lugar de colgajo de periostio, para cubrir la lesién.
Esta técnica ha mostrado ser mas rentable y con una menor presencia de hipertrofia en
él tejido [92,93]. En la tercera generacion, denominada ICA asistida con matriz (ICAM),
los condrocitos se colocan en andamios procesados a partir de biomateriales [94]. A
pesar de la rapida evolucion de esta terapia, el hecho que los condrocitos recolectados
se cultiven in vitro puede dar lugar a desdiferenciaciéon o pérdida del fenotipo, lo que
modifica la viabilidad en el uso de cualquier tipo de condorcitos, limitandolo solo el uso
de las variantes neonatales o juveniles que presentan disponibilidad limitada. Ademas,
es importante sefialar que esta técnica implica un procedimiento de dos etapas de

cirugia, lo que conlleva un alto costo [95].

1.3.2.2 Aloinjertos

Las estrategias de reparacion de cartilago basados en células siguen siendo una opcion

viable para defectos mayores a 2 cm? en articulaciones de pacientes menores a 30 afios
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[17]. El trasplante de aloinjerto osteocondral fresco implica la transferencia de cartilago
y hueso subcondral obtenido de diferentes fuentes, como articulaciones de rodilla,
cadera u hombro de un donante de la misma especie, pero genéticamente diferente,

como un cadaver humano o, en ocasiones, un animal [96].

Al tratarse de una tratamiento de una sola etapa, muchas veces es preferibles a otras
técnicas, especialmente cuando se sufre de una pérdida dsea extensa donde es
necesario la restauracién de la articulacion. Esta técnica ayuda a aliviar los sintomas y
mejorar la funcionalidad, ademdas de ofrecer la posibilidad de retrasar o incluso

eliminar la necesidad de una fututa artroplastia [97-99].

Sin embargo, este enfoque alin presenta complicaciones en términos de asegurar un
trasplante seguro y oportuno de tejido descelularizado aséptico con una respuesta
inmunitaria minima, con el fin de evitar el riesgo de rechazo o infeccién [100]. Por lo
tanto, aun se requiere de investigacion cientifica y clinica adicional para optimizar la
viabilidad y disponibilidad del injerto, asi como para lograr una coincidencia precisa del

tamafio y el perfeccionar las indicaciones y técnicas quirdrgicas actuales [96].

1.3.2.3 Artroscopia articular total

La artroscopia articular total se postula como la solucién ideal para el tratamiento,
alivio del dolor crénico y mejora de la capacidad funcional de las articulaciones en
estados graves de degeneracion que no harespondido a otras modalidades terapéuticas
[101]. En el mejor de los casos, brinda alivio del dolor, preserva la funciéon con
resultados comprobados a largo plazo. En el peor de los escenarios, puede proporcionar
alivio del dolor, pero con tasas elevadas de complicaciones, revisiones y limitaciones
funcionales. Por lo tanto, se torna fundamental recordar que, aunque estos
procedimientos mayores resultan efectivos, no deben considerarse como opciones de

tratamiento primario, sino como opciones de ultimo recurso [80].

1.3.3 Técnicas de regeneracion celular

Dadas las limitaciones que presentan los condrocitos, las células madre (CM) han

surgido como una alternativa prometedora, ya que tienen el potencial de diferenciarse
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en condrocitos y promover la regeneracion del cartilago [19]. En este enfoque, se
pueden usar tanto células madre pluripotenciales (CMPP) como células madre

mesenquimales (CMM).

1.3.3.1 Células madre pluripotenciales (CMPP)

El uso de CMPP se presenta como una nueva y prometedora generacion en las terapias
de regeneracion de cartilago, debido a su capacidad de autorrenovacién indefinida, baja
inmunogenicidad y su capacidad de diferenciarse en multiples tipos de tejidos. Sin
embargo, ciertos fenotipos, como aquellos provenientes de la destrucciéon de embriones
humanos, suscitan debates éticos por su origen [102]. Una alternativa a esto, son las
células madre pluripotenciales (CMPP), las cuales se generan a partir de células de la
piel o la sangre del propio paciente mediante la transduccién de genes con factores de

transcripcion especificos [103].

Aunque las células pluripotenciales pueden se opciones viables para el tratamiento de
enfermedades cartilaginosas, es necesario resolver varios problemas antes de trasladar
estos hallazgos experimentales al ambito clinico. Entre estos desafios de encuentran el
alto costo de produccién, naturaleza indiferenciada y su tendencia a crecer sin

restricciones, lo que podria dar lugar al desarrollo de tumores [104,105].

1.3.3.2 Células madre mesenquimales (CMM)

Otra alternativa celular para la regeneracion de cartilago, con una capacidad
tumorogénica minima, son las célula madre mesenquimales (CMM), que exhiben una
alta capacidad proliferativa y son multipotentes en términos de su capacidad de
diferenciaciéon en diversos linajes celulares, como condrocitos, adipocitos, ostoblastos

y miocitos [106].

Las CMM se perfilan como una opcidn viable para la regeneracion del cartilago debido
a su alta disponibilidad, ya que pueden ser obtenidas de varios tipos de tejidos.
Adicionalmente, minimizan la morbilidad del donante y demuestran una innata
capacidad intrinseca de expansion y diferenciacion in vitro. Ademas, cuando se utilizan

en conjunto con factores de crecimiento (FC), como el factor de crecimiento
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transformante beta (TGF-B) y la proteina morfogénica 6sea (BMP), se estimula el

crecimiento celular y se potencia eficazmente la condrogénesis [107].

No obstante, este método solamente aplaza el deterioro del cartilago, ya que en la
mayoria de las ocasiones no logra la regeneracion del tejido lesionado y, en caso de
lograrlo, el tejido nuevo muestra inestabilidad mecanica en comparacién con el tejido
cartilaginoso nativo [108]. La aplicaciéon combinada de factores condrogenicos podria
regular la diferenciacion, proliferacion y actividad metabdlica, lo que conduciria a un
mejor desempeiio del neo-cartilago. No obstante, el uso de estos FC, ya sea aut6logos o
sintéticos, aumenta significativamente el costo de una terapia de esta naturaleza

[109,110].
1.3.4 Limitaciones y desafios

Indudablemente, el ambito de la regeneracion del tejido cartilaginoso ha
experimentado un rapido avance en las ultimas décadas, dando lugar al desarrollo de
varios enfoques innovadores, como los mencionados anteriormente, que han
demostrado resultados satisfactorios tanto a corto como a largo plazo (Figura 1.7). No
obstante, las limitaciones y desventajas de los tratamientos actuales contintian siendo
importantes obstaculos que se deben abordar en el futuro de la ingenieria de cartilago
(Tabla 1.2). Al solucionar estos desafios, podriamos disefar tejido cartilaginoso con
propiedades similares a las nativas, asegurado asi el mantenimiento de un fenotipo
celular y la produccién optima y estable de una matriz extracelular optima y estable, a

fin de evitar su degradacion [87,89]
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Lesion Cartilago

CMM + FC

condrocitos

Figura 1.7. Modalidades de reparacion del cartilago mds comunes. A) Lesion de
cartilago de espesor total. B) Microfractura, C) Aloinjertos, D) Implantacién de
condrocitos autdlogos (ICA), E) Implantacién de CMPP y F) Combinacién de CMM y FC.
Tomada y modificada de Le (2020) [108].
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Tabla 1.2. Enfoques comunmente usados para la regeneracion de tejido articular humano.

Tratamientos Ventajas Desventajas Referencias
Técnicas de reparacion de Cartilago
e Buenosresultados a corto plazo. e Eficaz en lesiones <2 cm?2.
D.Goyal (2013) [84], J.R.
. e Mejores resultados clinicos en e Recomendada para pacientes <35 afios.
Microfractura Steadman (2001) [85], T. Li
pacientes jévenes sin importar e (alidad inferior  del cartilago
(2019) [42].
el tamafio de la lesion regenerado
e (Corto periodo de recuperacion.
] ¢ Norestaura el cartilago.
Condroplastia e Econdmico. T. Matsushita (2023) [87].
e Efecto paliativo.
e Sin planificacién preoperatoria.
Técnicas de sustitucion de Cartilago
e Abarcalesiones de 1.5 a 2 cm?2. e Alto riesgo de morbilidad. T. Minas (2014) [90], L.
ICA e Reduce dolor e hinchazén. e Desdiferenciacion o perdida del fenotipo. Peterson (2000) [91], M.
e Altatasa de éxito a 10 afos. Alto costo. Brittberg (2018) [95].
e Repara lesiones >2cm?2. e Recomendable en pacientes <30 afios. A. Riff (2020) [17], S. Sherman
Aloinjertos e Tratamiento de una sola etapa. e Riesgo de rechazo o infeccion. (2014) [96]. Y. Levy (2013)
e Retrasa o elimina la artroscopia. e Baja disponibilidad. [100].
e Unico para etapas finales de
) e Tasa elevada de complicaciones vy
Artroscopia artritis. C.W. Grayson (2012) [80], V.

articular total

e Alivio del dolory preservacion de

la funcién a largo plazo.

numero de revisiones.

Limitacién funcional.

wylde (2012) [101].

Técnicas de regeneracion celular
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CMPP

Autorrenovacién intrinseca.
Baja inmunogenicidad.

Capacidad de diferenciacidn.

Debates éticos.
Altos costos de produccion.

Posible desarrollo tumoral.

A. Yamashita (2008-13) [102]
[105], M. Turner (2013) [104].

CMM + FC

Alta capacidad proliferativa.

Diferenciacion en varios linajes.

Estimula la condrogénesis.

Solo en estados tempranos de la lesion.

Tejido nuevo mecdnicamente inestable.

Alto costo de produccién.

P. Kanga(2013) [107], H.Le
(2020) [108], H. Rogan (2020)
[110].
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1.4 Desarrollo de andamios poliméricos multicapa: Un avance en la

IT para la regeneracion de cartilago.

En las ultimas décadas, ha surgido una gran variedad de nuevas modalidades de
tratamiento que han demostrado diferentes niveles de éxito en la reparacion del
cartilago. Sin embargo, los resultados clinicos no logran ser consistentes [84], ya que
ninguno garantiza a largo plazo la restauracién completa del cartilago debido a la
incapacidad de imitar la estructura estratificada inherente del cartilago, asi como la

dificultad en lograr una integracion efectiva con el tejido del huésped [111].

En este contexto, la técnica de andamios multicapas es una estrategia innovadora en la
ingenieria de tejidos (IT), que busca mejorar la regeneracién del cartilago mediante la
creacion de estructuras multicapa, donde cada capa puede tener propiedades y
funciones especificas, optimizando asi la formacién de tejido cartilaginoso funcional
[112]. Los andamios multicapas ofrecen la ventaja de replicar la estructura compleja
del cartilago nativo y controlar sus propiedades mecdanicas y biolégicas [113]. No
obstante, su fabricacién precisa es compleja y la unién entre capas puede ser un punto
débil, por lo que se requiere una cuidadosa eleccién del tipo de células, biomateriales y
condiciones de cultivo [15,21]. Superar estos desafios podria resultar en andamios

altamente efectivos para la regeneracion del cartilago.

1.4.1 Técnicas de fabricacion de andamios poliméricos multicapa

La IT busca crear estructuras tridimensionales 3D llamadas andamios que puedan
proporcionar soporte estructural y guiar la regeneracion de tejidos especificos. Estos
andamios son disefiados para imitar la matriz extracelular natural y proporcionar un
entorno propicio para el crecimiento y la diferenciacion celular [89]. Entre las técnicas
comunes para la fabricacion de andamios en tercera dimension (3D) se encuentran los
sistemas de impresion por extrusion, la deposicidn capa por capay el uso de hidrogeles

[114].

En la siguiente secciéon, se abordaran las metodologias que posibilitan el disefio de

entornos histolégicamente mas precisos. Cada una de estas metodologias presenta

pag. 29



ventajas notables con respecto a las demas, al permitir un ajuste meticuloso de las

propiedades mecanicas y bioldgicas del andamio dependiendo de su aplicacion.

1.4.1.1 Sistemas de impresion basados en extrusion

Las técnicas de impresion en 3D para la fabricaciéon de andamios en aplicaciones
biomédicas han ganado prominencia debido a su facilidad de uso y control preciso en
la estructura y distribucién de factores biolégicos [115]. Estos sistemas pueden
clasificarse segin su método de impresion, siendo el enfoque de extrusion uno de los
mas empleados, como el modelado por deposicion de fundido (MDF) o el de

electrohilado (EH).

1.4.1.1.1. Modelado por deposicién de fundido

En MDF, un cabezal calienta y extruye el polimero a través de una boquilla para
construir capas sobre una plataforma en un patrén preestablecido (Figura 1.8). Esto
permite fabricar andamios con geometria altamente controlada y porosidad

interconectada [116].
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Figura 1.8. Diagrama esquemdtico del proceso de extrusion y deposicion por MDF.

Tomado y modificado de Pati (2015) [116].

Comparado con otras técnicas de impresién 3D, el MDF destaca por su simplicidad y
amplia disposicién de materiales, eliminando la necesidad de solventes y permitiendo
una produccién continua. Sin embargo, enfrenta retos en la uniformidad de las fibras y
esta limitado a materiales biodegradables como el poli(acido lactico) (PLA) [117].
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Aunque las técnicas en impresioén 3D han avanzado rapidamente, los resultados clinicos
aun no son consistentes y se busca superar limitaciones, como la integraciéon de nuevas
clases de polimeros, la falta de regeneracion estructural del cartilago sobre estos

materiales y la integracion de las estructuras extruidas con el tejido huésped [118,119].
1.4.1.1.2 Electrohilado

El EH constituye una técnica que usa un campo eléctrico para estirar y depositar fibras
en un sustrato. En este proceso, un polimero en solucion se extruye mediante una aguja
micrométrica cargada eléctricamente [120]. Las fibras generadas se depositan en un
colectory se fusionan, resultando en un andamio tridimensional (Figura 1.9) [121]. Este
enfoque permite un control preciso del tamafo de poro y la orientacion de las fibras en

los andamios resultantes [23].

Solucion del
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Figura 1.9. Diagrama esquemadtico de la configuracién horizontal de un equipo de

electrohilado. Tomado y modificado de AZoNano (2023) [122].

Al emplear el EH en la creacién de andamios porosos o redes fibrinosas, se incrementa
la estabilidad mecanica debido a la capacidad de direccionar las fibras. Ademas, esta
técnica se distingue por su sencillez en el procesamiento y su alta area superficial, lo
que asegura una reproducibilidad efectiva [123]. Sin embargo, factores como las

condiciones de la solucion (pH, peso molecular, tipo de solvente, concentracidn, entre
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otros) y del dispositivo, asi como los métodos de recoleccidn, influyen en el diametro
de las fibras y la densidad de éstas en la membrana que se genera, que pueden variar

desde la micro hasta la nanoescala [116].

A pesar de que el EH destaca como una técnica prometedora en la ingenieria de tejidos,
al permitir la manufactura de andamios tridimensionales con una orientacion precisa
de las fibras, la naturaleza aleatoria de estas fibras plantea un desafio considerable en
el control de la geometria. Esto es especialmente relevante cuando se centra en la

regeneracion del tejido cartilaginoso.

1.4.1.2 Método de Fundicién con disolventes/Lixiviacién de particulas (FDLP)

La técnica de fundicién con disolventes/lixiviacion de particulas (FDLP) es una técnica
comunmente utilizada en la IT, particularmente en la fabricacién de andamios 3D para
regeneraciéon de hueso y cartilago [114]. Implica la fabricacién de andamios porosos
utilizando una solucién polimérica que pudiera contener particulas bioactivas
dispersas, que se deposita en un molde y luego se solidifica por la evaporacién
controlada del disolvente (Figura 1.10) [124]. Esta metodologia ofrece diversas
ventajas, como la capacidad de controlar la porosidad y la morfologia de los andamios
mediante la velocidad de evaporacién del solvente, asi como la incorporaciéon de
compuestos bioactivos para estimular la regeneracion celular. Ademas, el proceso de
fabricacion es relativamente sencillo y puede adaptarse para producir andamios con

geometrias especificas para diversas aplicaciones [125].

\

O

=N

Despegado de
pelicula

Fundicién Evaporacion

Formacion de pelicula
del solvente P

Figura 1.10. llustracién de la formacion de pelicula mediante la técnica de fundicion

con disolvente. Tomada y modificada de Kanaan (2021) [126].
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Sin embargo, esta técnica también presenta desafios y desventajas. La uniformidad y la
reproducibilidad en la estructura de los andamios pueden ser dificiles de lograr, lo que
puede afectar la funcionalidad y la eficacia clinica. Ademas, la toxicidad residual del
disolvente utilizado en el proceso puede ser problematica, especialmente cuando se
trata de aplicaciones biomédicas [127]. La rigidez mecénica de los andamios generados
puede no coincidir con las propiedades naturales del cartilago, lo que puede afectar la
funcionalidad y adhesion celular a largo plazo, influyendo negativamente en la

integracion y la supervivencia del tejido generado [128,129].

En general, la técnica FDLP ofrece una opcion sélida para la regeneracién de tejido, pero
aun se enfrenta a desafios que requieren abordarse para logar aplicaciones clinicas

efectivas y exitosas.

1.4.1.3 Técnicas de gelificacién y reticulacion: hidrogeles.

Los hidrogeles son redes tridimensionales compuestas por cadenas poliméricas
entrecruzadas [130]. Tienen la particularidad de mantener su integridad estructural al
mismo tiempo que expresan propiedades altamente hidrofilicas [131,132].
Generalmente, esta alta afinidad al agua se debe a la presencia de grupos funcionales
tales como los hidroxilos (-OH), amida I (-CONH-), amida II (-CONHz2) y sulfénicos (-
SO3H), distribuidos a lo largo de su superficie [133].

Los hidrogeles suelen ser materiales elasticos y suaves al tacto, lo que, combinado con
su capacidad de retencion de agua, les permite asemejarse a tejidos vivos (Figura 1.11),
como la matriz extracelular (MEC). Durante su fabricacion, es deseable que éstos tengan
un grado de degradacién que permita la incorporacién de células, las cuales en el futuro
remodelaran y reemplazaran el material con el tejido deseado [27]. Ademas, es
importante que el hidrogel mantenga una resistencia mecanica apropiada (valores
entre 800-900 kPa [134]) a lo largo del tiempo para soportar la diferenciacién y

funcionalidad celular [135].
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Figura 1.11. Caracteristicas esenciales de un hidrogel para su uso en IT. A)
entrecruzamiento, B) estructura 3D, C) capacidad de hinchamiento, D) hidrofilico, E)

capacidad de controlar la solubilidad.

Debido a estas caracteristicas, en los ultimos afios, se ha observado un amplio uso de
los hidrogeles en el campo de la ingenieria de tenidos (IT) como soporte estructural, en
entornos acuosos, durante procesos de migracion celular, morfogénesis y terapias de
cicatrizacion de heridas [26]. Este creciente interés se debe tanto a las similitudes entre
los hidrogeles y los tejidos nativos, como a la posibilidad de modificar sus propiedades
quimicas y fisicas mediante el disefio y composicion de los materiales precursores, asi
como el tipo y nivel del grado de entrecruzamiento [136]. Los hidrogeles pueden
clasificarse segun el tipo de entrecruzamiento en quimico y fisico, dependiendo del

mecanismo utilizado para establecer las redes tridimensionales.

1.4.1.3.1. Entrecruzamiento quimico

El entrecruzamiento quimico (Figura 1.12) se logra mediante la formacion de enlaces
covalentes entre cadenas distintas de un material polimérico, lo que aporta estabilidad
mecanica al evitar la dilucién y disipacidon de la estructura [132]. Sin embargo, los
agentes quimicos responsables del entrecruzamiento a menudo se han reportado como
toxicos y con la capacidad de inactivar a los agentes bioactivos que ocasionalmente se

incorporan dentro de su matriz [137].

Polimero A Enlaces Covalentes
+ A
Entrecruzante e—=0 —y
+ uv
Polimero B

Figura 1.12. Representacion grdfica del entrecruzamiento quimico que ilustra el tipo de
enlace dentro del material. Tomado y modificado de Ramachandran (2019) [138].
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Los agentes de entrecruzamiento quimico (AEQ) son, en esencia, moléculas reactivas
capaces de formar enlaces covalentes con grupos funcionales presentes en los
biopolimeros, tales como los hidroxilos (-OH). De este modo, los AEQ forman puentes

interconectados a lo largo de las moléculas del biopolimero [139].

Aunque los AEQ pueden proporcionar las ventajas antes mencionadas, no estan
desprovistos de desventajas. Por ejemplo, se debe tener cuidado de eliminar los
mondémeros que no hayan reaccionado una vez finalizado el proceso de
entrecruzamiento. Ademas, el peso molecular de las estructuras poliméricas pueden
ser alterados significativamente, debido a la modificacién de su estructura quimica y
fisica por las reacciones que ocurren en este proceso [140]. Esto puede significar una
reduccidén en la biodegradabilidad de la arquitectura del biopolimero [141], asi como
una disminucién en el ndmero de grupos funcionales disponibles en la estructura del

biopolimero, alterando las posibilidad de reaccionar con su ambiente [142].

D,

l Acido citrico

Figura 1.13. Estructura y disposicién espacial del dcido citrico.

En la bisqueda de soluciones, los investigadores han explorado diversos agentes de
entrecruzamiento, como los acidos policarboxilicos. Entre ellos, el acido citrico (AC), es
el ejemplo mas comun. El AC es, un compuesto organico que posee tres grupos
carboxilicos (Figura 1.13) y que se encuentra de forma natural en las frutas citricas,
ofrece diversas ventajas al ser utilizado como agente de entrecruzamiento. Entre estas
se encuentra su baja exigencia de altas temperaturas de curado [143], capacidad de

formar estructuras 3D debido a su disposicion espacial [144] y, crucialmente, cualquier
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residuo no reaccionado que pueda quedar tras el proceso de curado es considerado

nutricionalmente aceptable para el cuerpo humano [145].

1.4.1.3.2. Entrecruzamiento fisico

Los hidrogeles entrecruzados fisicamente se forman a través de enlaces dinamicos y
reversibles, los cuales se basan en diversas interacciones como las ionicas, hidrofébicas,
electrostaticas, puentes de hidrégeno, o combinaciones de éstas. En el caso particular
de los polimeros, especialmente los polisacaridos, uno de los mecanismos mas
utilizados implica la formaciéon de puentes de hidrégeno [137]. Este proceso se
desarrolla cuando un atomo de hidrogeno se enlaza a un atomo electronegativo,
generando cargas parciales negativas alrededor del atomo electronegativo y cargas
parciales positivas alrededor del atomo de hidrégeno (Figura 1.14) [146]. Esta
configuracion conduce a la creacién de interacciones electrostaticas entre ambos

atomos, lo que a su vez desencadena el proceso de gelificacién [147].

\ Cadena

C /C\\ polimérica
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| : H :
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N e

Figura 1.14. Diagrama esquemdtico del entrecruzamiento de cadenas de polisacdridos

inducida por enlaces de hidrégeno. Tomada y modificada de Qureshi (2020) [137].

A pesar de que los hidrogeles con entrecruzamiento fisico suelen tener propiedades
mecanicas inferiores a los hidrogeles con entrecruzamiento quimico debido a la
debilidad de las interacciones fisicas en comparacién con las interacciones primarias

como los enlaces covalentes [148], estas interacciones fisicas tanto intermoleculares
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como intramoleculares son suficientes para conferir insolubilidad a los hidrogeles en

medios acuosos, manteniendo intacta su estructura 3D [149].

En el caso de los hidrogeles con entrecruzamiento quimico, suele llevarse a cabo un
paso de purificacion después de su elaboracion con el fin de eliminar los residuos de los
agentes de entrecruzamiento u otros compuestos quimicos [131]. La principal ventaja
de los hidrogeles con entrecruzamiento fisico radica en que no requieren el uso de
agentes quimicos, los cuales suelen ser téxicos y pueden disminuir la biocompatibilidad
de los hidrogeles [132]. Ademas, las condiciones de preparacion de los hidrogeles con
entrecruzamiento fisico suelen realizarse a temperatura ambiente, a diferencia del uso
de altas temperaturas, radiacion y solventes organicos que se usan en los hidrogeles

con entrecruzamiento quimico [150].

1.4.1.4 Restricciones y perspectivas futuras

La fabricacién de andamios multicapas representa una estrategia prometedora para la
regeneracion del cartilago, ya que permite replicar la estructura nativa de este tejido.
Sin embargo, para aprovechar al maximo sus ventajas, es esencial abordar las
restricciones especificas de cada técnica de procesamiento utilizada enla IT (Tabla 1.3).
Cada una de estas técnicas presenta desafios Unicos en términos de fabricacion,
integracion y biocompatibilidad. Superar estos obstaculos es fundamental para lograr
aplicaciones clinicas mas efectivas y exitosas en la reparacion de lesiones
cartilaginosas, ofreciendo soluciones consistentes y duraderas para esta importante

area de la medicina regenerativa.
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Tabla 1.3. Técnicas de procesamiento generalmente utilizadas para la creacion de andamios multicapa.

Técnica Ventajas Desventajas Referencias
e Falta de uniformidad en las
Simplicidad.
fibras.
Modelado por Eliminacion del uso de F. Pati (2015) [116], M. Amin

deposicién de fundido

solventes.

Disposicion limitada de

materiales biodegradables.

(2023) [117], S:M.S Gruber

(MDF) Control preciso de la [118], A.Harynska [119].
] o Falta de integracion el tejido
geometria.
huésped.
e Variacion del tamafio de las

Control de la porosidad y fibras.

morfologia. e Requiere de mucho control en la W.J. Li (2017) 23], F. Pati
Electrohilado (EH) Estabilidad mecanica. condiciones de la solucién y el (2015) [116], ]. Guo (2016)

Alta area superficial.

Reproducibilidad.

equipo.
Disposicion aleatoria de las

fibras.

[123].

Fundicion con
disolventes/
Lixiviacion de

particulas (FDLP)

Control de la porosidad y
morfologia.

Capacidad de incorporar
compuestos bioactivos.
Fabricacion sencilla.

Geometrias especificas.

Baja uniformidad y
reproducibilidad.
Toxicidad residual del
disolvente.

Rigidez mecanica incompatible.

A. Prasad (2017) [125], C. Jiao
(2022) [127], M. Tschon
(2021) [128], R. Revati (2017)
[129].
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AEQ téxicos.

, V.S. Ghorpade (2019) [132], D.
Hidrogeles Alta estabilidad mecénica.
o Inactivacién de agentes Qureshi (2020) [137], X. Shen
quimicamente Homogeneidad en el
bioactivos. (2016) [139], H.M:C. Azeredo
entrecruzados entrecruzamiento.
Reduccidn de la biodegradacion. (2016) [141].
. V.S. Ghorpade (2019) [132],
Hidrogeles No usan AEQ. pade ) [132]
- Enlaces débiles y reversibles. D.L. Taylor (2016) [146], J.N.
fisicamente Entrecruzamiento a
Malas propiedades mecanicas. Hunt (2011) [148], W.E.
entrecruzados temperatura ambiente.

Hennink (2002) [150].
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1.4.2 Biomateriales para andamios multicapa biomiméticos

Al elegir biomateriales para los andamios multicapa, es esencial considerar tanto las
caracteristicas bioquimicas como las mecanicas de dichos materiales [151]. Esto
permitira dirigir el proceso de diferenciacidn de las células sembradas/encapsuladas
hacia los fenotipos presentes en el tejido cartilaginoso, asi como la generacion de
componentes especificos de la matriz extracelular (MEC) para cada una de las capas del
cartilago articular [152]. En esta seccion, se exploraran estrategias para la seleccion de
materiales, tanto naturales como sintéticos, basadas en las propiedades deseadas para

los andamios.

1.4.2.1 Biomateriales de origen natural

En el campo de la ingenieria de tejidos (IT), se recurre a diversos materiales de origen
natural para la fabricacion de andamios y matrices, con el propoésito de replicar las
propiedades y funciones de los tejidos biologicos [153]. Estos materiales destacan por
ser biocompatibles y biodegradables, ademads de contar con la capacidad de suministrar
sefales bioquimicas cruciales para el crecimiento y la regeneraciéon de los tejidos
[110,154]. Entre los materiales naturales mas ampliamente utilizados se encuentran

los biopolimeros y los bioceramicos.

1.4.2.1.1 Biopolimeros

Debido a un uso inadecuado e irresponsable, los polimeros sintéticos se han vinculado
a una serie de problemas extensos en términos ambientales y de salud [155]. Esto ha
suscitado un creciente interés entre los investigadores por los polimeros naturales,
también conocidos como biopolimeros debido a su origen [156]. Los biopolimeros
representan una categoria de polimeros de alto peso molecular que se encuentran en
plantas, animales y organismos vivos, desempefiando funciones esenciales en su
estructura, metabolismo y procesos biologicos [157]. Entre los biopolimeros mas
destacados se incluyen los polisacaridos, tales como el quitosano, el alginato, la celulosa
y el condroitin sulfato (CS); las proteinas, como la gelatina o el colageno; y los

polinucle6tidos, como el ADN [158,159].
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1.4.2.1.1 Carboximetilcelulosa (CMC)

La celulosa, un polisacarido natural de cadena lineal, es un componente fundamental
en la pared celular de plantas y bacterias, siendo el polimero natural mas abundante en
la Tierra [160]. Sus numerosos grupos hidroxilo (-OH) le confieren naturaleza
hidrofilica [161] y permiten enlaces de hidrégeno tanto dentro como entre moléculas
[162,163]. La modificacién quimica, mediante el grado de sustituciéon de estos grupos
hidroxilo, puede alterar las propiedades mecdanicas, bioactivas e hidrofilicas de la

celulosa [164,165].

La carboximetilcelulosa (CMC) se ha convertido en una de los derivados de la celulosa
mas usados en la industria alimenticia debido a sus caracteristicas anfifilicas y de
retencion de agua, convirtiéndola en un excelente agente espesante, estabilizante y
emulsificante [166]. Recientemente, a partir del afio 2020, la CMC ha ganado notoriedad
en el campo de la IT para la regeneracion de cartilago, debido a su gran capacidad de
almacenamiento de agua y a su gran disponibilidad de grupos -OH [167]. Por ejemplo,
Prasad et. al. [168], desarrollaron un hidrogel inyectable de CMC fotoentrecruzado con
metacrilato para servir como andamio en la proliferacion y diferenciacién de
condrocitos. Este material se ha elegido debido a las caracteristicas biocompatibles,
biodegradables y no toxicas que presenta el material, ademas de su estabilidad
mecanica y térmica, lo que permite mantener la morfologia y el fenotipo de los
condrocitos diferenciados. Del mismo modo, Namkaew et. al. [30], crearon un andamio
compuesto por Poli(Alcohol Vinilico) (PVOH) y CMC entrecruzado con glutaraldehido,
disefiado para promover la adhesion y proliferacion celular de condrocitos mediante la
capacidad de modular la arquitectura de los poros e incrementar la retencion de agua

del andamio.

1.4.2.1.2 Condroitin sulfato (CS)

La familia de los glucosaminoglicanos (GAG) comprende un grupo de
heteropolisacaridos anidnicos que se encuentran ampliamente distribuidos en la MEC
de diversos tejidos del organismo. Estos desempefian un papel importante en el

mantenimiento de la integridad estructural y las propiedades funcionales de estos
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tejidos [169]. Uno de los miembros mas destacados de esta familia es el condroitin
sulfato (CS), un tipo de GAG compuesto por disacaridos alternos de acido D-glucurénico
y N-acetil-D-galactosamina unidos por un enlace $(1-3). El CS presenta una variedad
Unica en términos de densidad de carga debido a la presencia de grupos sulfato en
distintas ubicaciones y cantidades, lo que lo convierte en un polisacaridos altamente
heterogéneo en términos de propiedades fisicoquimicas, biologicas y farmacolégicas

[170].

En el &mbito de laIT, Liu et. al. [171], desarrollaron un enfoque innovador para disefar
un hidrogel basado CS metacrilado y poli(y-acido glutdmico) con una densidad de
entrecruzamiento variable. Esta técnica combina métodos quimicos y foténicos para
obtener un andamio de hidrogel que puede inducir la diferenciacién de células madre
(CM) hacia condrocitos al modificar la densidad de entrecruzamiento. Por su parte
Sadeghi et. al. [172], proponen la fabricacién de un andamio compuesto por CS, PVAy
gelatina, procesado mediante electrohilado y entrecruzado quimicamente con
glutaraldehido. Este andamio de tres capas micrométricas ha demostrado efectividad
en la cicatrizacidn de heridas en tejidos dafiados y la liberacién controlada de farmacos.
El CS juega un papel clave al mantener la liberacién controlada del farmaco y regular la

expresion de factores de crecimiento relacionados con la adhesion celular focalizada.

En otro enfoque, Gao et. al. [79], proponen el diseno de andamios de hidrogel
biomiméticos para encapsular y liberar condrocitos con el objetivo de reparar el
cartilago. Estos hidrogeles se fabricaron variando la composicion y la proporcion de
colageno de tipo I y A&cido hialurénico/condroitin sulfato modificados. Esta
modificacion de los GAG, lograda mediante la introduccién del grupo aldehido (-CHO)
en el acido hialurénico (AH) y el grupo hidrazina (RzN-NR2) en el CS, facilito la reaccion
de entrecruzamiento tanto con el colageno como entre ellos mismos. Ademas de sus
caracteristicas morfoldgicas, capacidad de retencion de agua y propiedad de
compresion, se observo que la variante denominada “C8CH”, con una concentracion de
10 mg/mL de CS, demostro ser biocompatible con las CM y logré mantener el fenotipo

de los condrocitos, promoviendo la secrecién de GAG por parte de las células.
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1.4.2.1.2 Biocerdmicos

Los materiales ceramicos también desempefan un papel importante en la IT gracias a
sus propiedades Unicas, que incluyen como alta resistencia mecanica, durabilidad y
estabilidad quimica, que los convierte en opciones adecuadas para aplicaciones en

implantes y andamios [173].

La hidroxiapatita (HAp), el componente mineral principal del tejido 6seo, se destaca por
su alta compatibilidad con el cuerpo humano, y su uso principal se encuentra en la
ingenieria de tejidos 6seos debido a su estructural similar al hueso natural [174]. Cheng
et. al. [175], proponen la creacién de un andamio multicapa que combina quitosano,
gelatina y una variante de la hidroxiapatita. Utilizando la técnica FDLP, lograron
mejorar significativamente las propiedades mecanicas del andamio, en particular su
resistencia mecanica, que aumenté de 15 MPa a 35 MPa al incorporar 30% (p/p) de
HAp. Este incremento se observo mientras interactuaba con una solucién tampoén de
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Ademas de este beneficio, esta adicion

contribuy6 a mejorar la biocompatibilidad del andamio.

1.4.2.2 Biomateriales de origen sintético

A diferencia de los biopolimeros, que se encuentran en la naturaleza, los polimeros
sintéticos son fabricados en laboratorios o industrias a partir de monémeros disefiados
por el hombre [176]. En la ingenieria de tejidos (IT), los polimeros sintéticos se usan
principalmente para abordar las limitaciones mecanicas que a menudo presentan los
biopolimeros [177]. Ademads, dado que pueden ser disefiados para cumplir requisitos
especificos, como resistencia mecanica, degradaciéon controlada y capacidad para

interactuar con las células, se utilizan en la creaciéon de andamios y matrices 3D [178].

1.4.2.2.1 Poli(dcido ldctico) (PLA)

El Poli(Acido lactico) o PLA, un poliéster alifitico termoplastico y biodegradable
derivado del acido lactico, ofrece numerosas ventajas para su aplicaciéon en implantes
médicos. El PLA y sus variantes, son materiales econdmicos que poseen una mayor

estabilidad térmica y mecanica en comparacion con otros polimeros sintéticos. Ademas,
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su biodegradabilidad y no toxicidad garantizan su uso seguro en el organismo, al mismo

tiempo que sus desechos son amigables con el medio ambiente [179].

En el ambito de la IT, algunas investigaciones recientes del PLA y sus aplicaciones se
centran en la creacién de andamios multicapa. Por ejemplo, las investigaciones de
Owida et. al. [180], han explorado la combinacién de mallas de nanofibras de PLA
procesadas mediante electrohilado, con diferentes alineaciones y microcanales, en un
hidrogel de 4cido hialurénico (AH). Esta combinacion dio lugar a un modelo de andamio
hibrido capaz de inducir la proliferacién y diferenciaciéon en condrocitos, promoviendo
la producciéon de MEC. Es interesante notar que utilizaron el hidrogel para unir las capas
de PLA procesadas por electrohilado, sin recurrir al ninguna técnica de

entrecruzamiento

Por su parte, Camareo & Espinosa et. al. [181], desarrollaron un andamio multicapa
utilizando la técnica de fundicién con disolvente, que incluia la impregnacién de las
capas individuales con un acetona para garantizar la union. Este enfoque utiliza PLA e
HAp con el proposito de conectar el tejido conectivo con el hueso subcondral,
proporcionando al mismo tiempo estabilidad mecanica a través del PLA y un gradiente
mecanico mediante el crecimiento de la HAp en soluciones de CaClz y fluido corporal
simulado (SBF, por sus siglas en inglés). La combinacién de PLA e HAp facilita la
formacidn de tejidos con propiedades que se asemejan a las naturales, mejorando la

integracion con el hueso subcondral.

1.5 Direccion de la investigacion

Un biomaterial que pretenda imitar el cartilago articular debe ser similar, estructural
y funcionalmente, al tejido nativo [182]. Es decir, que posea una buena capacidad de
adsorcion de nutrientes, asi como una afinidad intrinseca de enlazarse al agua, siendo
de vital importancia en la formaciéon de la macroestructura del cartilago nativo, al
mismo tiempo que promueva el apropiado intercambio de oxigeno, desechos
metabolicos y mediadores moleculares de viabilidad celular [183]. Ademas, el andamio
debe ser capaz de resistir la deformaciéon mecanica, asi como absorber las cargas de

compresion y establecer un excelente contacto matriz-célula que asegure la
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diferenciacién junto con la funcion celular, para lograr una perfecta integracién con el

tejido cartilaginoso adyacente y el hueso subcondral [6].

Asi, la propuesta del presente trabajo de tesis considera la combinacién de CMC, PLA,
HAp y CS, que seria capaz de conservar todas las propiedades de interés de cada uno,

mientras que sus limitaciones podrian ser subsanadas.
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CAPITULO 2. Técnicas Experimentales

En este capitulo se mencionan los reactivos y dispositivos utilizados para la sintesis,
caracterizacion y el estudio de su rendimiento biolégico, del conjunto y por separado
de cada una de las tres diferentes capas del andamio con base en PLA, asi como del
hidrogel de CMC-CS utilizado como interfase y HAp como aditivo bioactivo. La primera
parte describe los precursores quimicos y solventes utilizados, asi como las condiciones
en las cuales fueron usados, mientras que la segunda parte estd orientada a la
descripcion de las técnicas analiticas utilizadas para estudiar las propiedades

fisicoquimicas, mecanicas y biolégicas del andamio.
2.1 Reactivos quimicos utilizados

2.1.1 Procesamiento del andamio por FDLP

Se utilizaron como precursores quimicos la Carboximetilcelulosa (CMC) (CAS 9000-11-
7, DEIMAN®) y Poli(Acido lactico) (PLA) (CAS 26100-51-6, DREMEL 3D);
Hidroxiapatita (HAp) (CAS 1306-06-5Sigma Aldrich®) y Acido citrico anhidro (CAS 77-
92-9, Karal®).

Como solventes se usaron Alcohol Etilico 96° (CAS 64-17-5, Fermont®) y Cloroformo
>99.5% (CAS 67-66-3, Sigma Aldrich®). Todos los productos quimicos se utilizaron tal

como se recibieron de los proveedores.

2.1.2 Procesamientos de andamios por Impresion 3D y EH

Para este caso, se utilizaron como precursor quimico al Poli(Acido lactico) (PLA) (CAS
26100-51-6, DREMEL 3D). Como solvente se us6 Cloroformo 299.5% (CAS 67-66-3,

Sigma Aldrich®). y se utiliz6 tal como se recibi6 de los proveedores.

2.1.3 Construccién de andamios multicapa

Se utilizaron como precursores quimicos Carboximetilcelulosa (CMC) (CAS 9000-11-7,
DEIMAN®), Condroitin Sulfato (CS) s6dico de traquea bovina (CAS 39455-18-0, Sigma
Aldrich®) y Acido citrico anhidro (CAS 77-92-9, Karal®). Como solvente se usé Agua
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desionizada. Todos los productos quimicos se utilizaron tal como se recibieron de los

proveedores.

2.2 Técnicas de caracterizacion

En la Figura 2.1 se resumen las técnicas analiticas empleadas para estudiar las
propiedades de los andamios poliméricos multicapa con base en PLA, CMC, CS y HAp.
La Tabla 2.1 ofrece una descripcién de cada de las técnicas. La preparacion de las

muestras se describe en la seccion experimental del capitulo correspondiente.

r~

Andamio ADF10CX ' Andamio PLA 3D y PLA EH
Fotografia FLI:R M. Optica SEM E Fotografia  FTIR SEM  Mojabilidad DSC
Bk 2 O@iikdO Al
e )
EDS Mojabilidad  Hinchamiento == .; ............

Lﬂ‘\@

PCH20CXT, 0.25% y

“v
L}
]
L}
T. Mecanica : 0.5%CS
3\~ | : :
x\\,\ ¢ L @& ' Fotografia FTIR
7, m ' = d:
ol - L , : @ @ !d
PCH10CX, 0.5% y 1%CS o .. AND; o o %
SEM Mojabilidad Hinchamiento

Fotografia FTIR M. Optica Hinchamiento

& & b @____@L_ A &

Mojabilidad C. Mecanica AlamarBlue C. Mecanica DSC AlamarBlue DAPI gRT-PCR

A L @ L d @

Figura 2.1. Esquema de las técnicas descritas en la Tabla 2 para cada una de las

secciones que componen los andamios multicapa y las variaciones de los andamios

multicapa en si.

La mayoria de los andlisis se realizaron en laboratorios del IPICYT: Laboratorio de
Polimeros, Laboratorio Nacional de Nanociencia y Nanotecnologia (LINAN) vy
Laboratorio de petroquimica y petrofisica (LabGeo-APP). Mientras que las evaluaciones
bioldgicas y algunas mecanicas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biomateriales

del Politécnico de Milan y en la Coordinacién para la innovacién y aplicacién de la
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ciencia y la tecnologia (CIACyT) de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi

(UASLP).
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Tabla 2.1. Especificaciones generales de las técnicas analiticas utilizadas.

Técnica analitica

(acrénimo)

Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de
Fourier por Reflectancia
Total Atenuada (ATR-FTIR,

por sus siglas en inglés)

Microscopia dptica

Microscopia Electrénica de
Barrido Ambiental (ESEM,

por sus siglas en inglés)

Condiciones
Propiedad medida Modelo Proveedor
experimentales
Intervalo: 600-4000 cm1;
Interacciones quimicas y Thermo
Numero de escaneos: 32; NicoletiS10
grupos funcionales Scientific
Resolucién 4 cm1:
[luminacién: Luz blanca
Morfologia macroscopica
artificial; Lente: Macro de Note 8 Redmi
cualitativa
2 Mpx; Apertura f/2.4.
Propiedades de superficie,
Modo: Campo claro;
morfologia y tipo de agua Eclipse Ci Pol Nikon
Objetivos: 4%, 10x y 20x.
enlazada a la superficie
Propiedades de superficie,
Modo: Bajo vacio; Voltaje:
morfologia, tamafio de
5-15KV; Presion: 110-130 Quanta 250 FEI

particula y composicion

quimica por EDX

Pa.
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Angulo de contacto por

Propiedades de

Modo: gota sésil; solvente:

mojabilidad y angulo de Agua desionizada; TL100 Attension
goniometria
contacto Volumen de gota: 2.5uL
Tipo de solvente: Agua
Precision Thermo
desionizada; Temperatura:
. PR305225M Scientific
c dad d Propiedades hidrofilicas 37°C
hinchamiento o M20-VN
degradacién hidrolitica Temperatura: 37°C Instruments
Tipo de solucién: SBF; Precision Thermo
Temperatura: 37°C PR305225M Scientific
Modulo elastico, Tipo de celda: 5N;
Deformacion mecdnica por | elongacion ala roturay Normatividad: ASTM-
3369 Instron
tension esfuerzo maximo de D2370-16; Temperatura:
traccion Ambiente
Moédulo elastico, rigidez,
esfuerzo maximo de Normativa: ASTM D695-
Q800 TA instrument
Deformacion mecdnica por | compresion y deformacion 15; Temperatura: 37°C
compresion residual
Modulo elastico, tenacidad | Capacidad de celda: 50 N;
3369 Instron

y deformacién residual

Normatividad: ASTM
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D695-15; Temperatura:

Ambiente

Calorimetria Diferencial de

Barrido (DSC, por sus siglas

Temperatura de transicion
vitrea, Temperatura de

cristalizacion / fusion y

Masa de la muestra: 5+ 1

mg; Atmosfera: Nitrogeno;

Intervalo de temperatura: Q2000 TA instrument
en inglés) Entalpia de cristalizacion / 5-250°C; Velocidad de
fusion calentamiento: 20°C/min
Tipo de célula: CMM 500-
Ensayo de viabilidad
010; Normatividad: ISO Thermo
celular colorimétrico por Actividad metabdlica FC Multiskan
10993-12:2021. Longitud Scientific
MTT
de onda: 450 nm
Tipo de célula:
Fibroblastos L929 y
Condrocitos HCS/2-8;
Ensayo de viabilidad Normatividad: UNE-EN
Citotoxicidad y
celular colorimétrico por ISO 10993-5:20009. SynergyTM H1 BioTek,
biocompatibilidad

AlamarBlue

Longitud de onda
excitacion: 554 nm;
Longitud de onda emisién:

593 nm.
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Tipo de célula: CMM 500-
010; Normatividad: ISO
10993-12:2021. Longitud
de onda excitacion: 554
nm; Longitud de onda

emision: 593 nm.

SynergyTM H1

BioTek,

Tincion de material

genético con DAPI

Evaluacion de la
integridad y la condicién

del ADN en las CMM

Tipo de célula: CMM 500-
010; Concentracion de
DAPI: 1pg/mL; Longitud
de onda: 450 nm.

ZOE Fluorescent

Cell Imager

Bio-Rad

Reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa en
tiempo real (qRT-PCR, por

sus siglas en inglés)

Expresion génica

Técnicas de deteccion:
Colorante SYBR Greeny
Sondas TagMan; Genes
evaluados: Shh, Bmp-4,
Sox9, Runx2, Col2aly

Acan

QuantStudio™ 1

Thermo

Scientific
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CAPITULO 3. Fabricacién y evaluacién de un andamio
de PLA-CMC entrecruzado con acido citrico, mediante
la técnica de fundicion de disolvente para

aplicaciones de ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos (IT), desde hace ya varias décadas, se presentdé como una
disciplina cientifica y tecnoldgica fascinante que busca disefiar soluciones innovadoras
paralareparacion y regeneracion de tejidos/6rganos dafiados en el cuerpo humano. En
este contexto, los andamios tridimensionales desempefian un papel fundamental, ya
que ofrecen soporte para el crecimiento y la diferenciacién celular, permitiendo asi la

formacion de tejido funcional.

Entre los diversos métodos para la fabricacion de estos andamios, destaca la técnica de
fundicion con disolventes/lixiviacion de particulas (FDLP), una aproximaciéon que
implica la creaciéon de matrices mediante la evaporacién controlada del disolvente en
una solucién polimérica. Este enfoque ha demostrado ser especialmente efectivo en la
generacion de andamios altamente porosos y biocompatibles, con propiedades
mecanicas y estructurales ajustables para adaptarse a una variedad de aplicaciones en

IT.

El Capitulo 3 considera la descripciéon del método de procesamiento, asi como las
técnicas de caracterizacion aplicadas a los andamios constituidos por Poli(acido lactico)
(PLA), Carboximetilcelulosa (CMC) e Hidroxiapatita (HAp). A partir de los datos
obtenidos, se plantea la discusion sobre las propiedades fisicoquimicas, mecénicas y
térmicas de los andamios, al mismo tiempo que se expone el como éstas pueden influir

en su respuesta biolégica.
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3.1 Metodologia experimental

3.1.1 Procesamiento mediante la técnica FDLP.

Para la obtencion del andamio se realizé una modificacion a la metodologia propuesta
por J. Leén et. al. [184], donde se utilizaron procesos separados de disolucién y
dispersién de PLA (previamente cargado con 1.5% (p/p) HAp [185]), ahora
denominados como PLA HA, y CMC, respectivamente, en una proporcién 1:1 (p/p). La
disolucion de PLA se llev6 a cabo en una solucién de 5 mL en relacién 9:1 (v/v) de
cloroformo y alcohol etilico al 96%, respectivamente. Para la dispersién de CMC, se us6
la misma relacién de alcohol etilico y cloroformo, afiadiendo 3% (p/p) de acido citrico
como pre entrecruzante. Ambas soluciones se agitaron con una velocidad constante de
500 rpm durante 30 minutos en una parrilla de agitacién magnética Termoscientific®

Sp131635 (Figura 3.1A).

® = 1o
= e} - AC
(a) Solucion
S —
7 .
PLA + HA - Disolucion de PLA ‘ =
‘ Entrecruzante ~ e~ @
‘ Acido Citrico > DA
¥ (AC)
Cloroformo EtOH )
= Entrecruzamiento y Lavado
mezcla de las
CMC (b) Solucion soluciones a) y b) @
Dispers@én y pre _
entrecruzamiento de CMC Andamio AFD5CX,
D, AFD7CXy AFD10CX

Figura 3.1. Metodologia para la fabricacién de andamios por la técnica FDLP a partir
de PLA-CMC con diferente contenido de entrecruzante. (a) Preparacion de la soluciones
base; (b) entrecruzamiento; (c) evaporacién del solvente; (d) eliminacion de residuos

del solvente y del AEQ; (e) obtencién de los andamios.

Tras el periodo de agitacion, se combinaron ambas soluciones y luego se afiadieron 2%,

4% y 7% (p/p) de acido citrico (AC) extra para obtener muestras con concentraciones
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finales de AC del 5%, 7%y 10% (p/p), respectivamente, de acuerdo con la metodologia
de N. Sharmin et. al. [186]. Cada solucidén se agité nuevamente hasta lograr la mayor
homogeneidad posible (Figura 3.1B). Las soluciones resultantes se vertieron en cajas
Petri Kimax®, las cuales se colocaron dentro de una campa de flujo laminar, a
temperatura ambiente, para evaporar el exceso de solvente (Figura 3.1C). Los andamios
obtenidos se lavaron con tres pases de agua desionizada, cada uno de 20 mL, con el fin
de eliminar cualquier residuo de solvente y del agente entrecruzante quimico (AEQ)
(Figura 3.1D). Al final, se obtuvieron tres andamios de aproximadamente 0.3 mm de

grosor, denominados AFD5CX, AFD7CX y AFD10CX (Figura. 3.1E).

3.1.2 Caracterizacion macroscopica cualitativa.

Se utilizé un lente macro de 2Mpx con una apertura de f/2.4 de un smartphone Redmi
Note 8® e iluminacién artificial con tonalidad blanca para la adquisicién de las

fotografias .

3.1.3 Caracterizacion de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

(FTIR).

La identificacion de especies quimicas de los andamios se realizé utilizando un
espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 en el modo de reflectancia total
atenuada (ATR). Los espectros de cada muestra se registraron a temperatura ambiente
en el intervalo de niimero de onda de 600-4000 cm-1, con 32 escaneos y una resolucion

de 4 cm1.
3.1.4 Caracterizacién morfoldgica.

3.1.4.1 Microscopia dptica

La morfologia macroscoépica de los andamios entrecruzados con 5%, 7%y 10 % (p/p)
de AC en estado seco y humedo (inmersos en agua desionizada durante 1 hora), se
examind mediante un microscopio éptico petrografico Nikon Eclipse Ci Pol en campo

claro, con los objetivos de 4%, 10x y 20x.
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3.1.4.2 Microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM)

La morfologia de los diferentes andamios se examind utilizando un Microscopio
Electrénico de Barrido Ambiental (ESEM, por sus siglas en inglés) FEI QUANTA 250,
equipado con un detector EDAX, en condiciones de bajo vacio, a un voltaje de 15KV y
un presion de 110-130 Pa. Todas las muestras se colocaron en un pin de aluminio y se

recubrieron con oro durante 30s, a 4 mA, mediante un Cressington 108 auto.

3.1.5 Humectabilidad y retencién de agua.

3.1.5.1 Angulo de contacto

La humectabilidad de los soportes 3D con base en compositos de PLA-CMC se evalu6 a
temperatura ambiente mediante un goniémetro Biolin Scientific TL100 utilizando la
técnica de gota sesil y se analizd con el software de imagen One Attetion. Para realizar
el analisis de mojabilidad se colocé una gota de agua desionizada (=2.5uL) sobre la
superficie de los materiales con una jeringa micrométrica, posteriormente se
capturaron las imagenes a 12 s para evaluar el angulo de contacto entre la gota de agua

con la superficie del andamio mediante la ecuaciéon de Young-Laplace [].

3.1.5.2 Grado de hinchamiento

La prueba de absorcion de agua se realizo6 sumergiendo las muestras en agua
desionizada dentro de un horno de laboratorio Thermo Scientific Precision
PR305225M a una temperatura de 37°C. Las muestras se pesaron, retirando el exceso
de liquido mediante centrifugacion de acuerdo con la norma NMX-C-428-ONNCCE-
1995 (3000 rpm por 10 min), a diferentes tiempos (1, 2, 3, 4, 24,48, 72,168,336y 504
horas) para determinar el grado de hinchamiento en funcién del tiempo. La relacién de

hinchamiento (AW%) se calculé mediante la siguiente ecuacion:

W, —w
AW%=%

o

x100

Donde Wx el peso de la muestra hinchada y Wo el peso de la muestra seca antes de entrar

en contacto con agua desionizada.
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3.1.6 Caracterizacion mecdnica por tension

El analisis tension de los andamios 3D obtenidos por la técnica FDLP de las diferentes
composiciones se realiz6 utilizando una maquina de ensayo universal Instron 3369 a
temperatura ambiente. El ensayo mecanico se realizé de acuerdo con la norma ASTM

D2370-16 con una celda de carga de 5 N [187].

3.1.6 Caracterizacion térmica

Se evaluaron las transiciones térmicas de los compuestos materiales con distintas
proporciones de AC utilizando un calorimetro diferencial de barrido modelo Q2000 de
TA Instruments. Para ello, se precisaron 5 + 1 mg de cada muestra y se dispusieron en
un porta-muestras de aluminio de 18 mg. El analisis se llevé a cabo en un ciclo tnico
bajo una atmoésfera de nitrégeno. La muestra se enfri6 hasta alcanzar los 5°C, se
mantuvo en equilibrio durante 1 minuto y posteriormente se elevo la temperatura a

250°C con una velocidad de calentamiento de 20°C/min.
3.1.7 Caracterizacion biolégica

3.1.7.1 Cultivo celular

Se obtuvieron de Notal células madre mesenquimales (CMM) extraidas de cordén
umbilical humano, de la linea celular 500-010. Posteriormente, para su replicacion, las
células obtenidas fueron cultivadas en DMEM con suplementacién al 10% en suero
bovino fetal y antibiotico al 1% (10.000 unidades de Penicilina, 10mg de estreptomicina
y 25pg/mL de anfotericina B de Sigma Aldrich) a una temperatura de 37°C con 95% de

humedad y una atmdsfera al 5% de COz.

3.1.7.2 Ensayo MTT™

El ensayo de citotoxicidad por MTT es un ensayo colorimétrico utilizado para
cuantificar células viables, de acuerdo con la practica estandar ISO 10993-12:2021
[188]. Para ello, los andamios se cortaron en cilindros con un diametro de 6 mm y una
altura de 0.3 mm. Se esterilizaron por 30 minutos bajo luz UV. Posteriormente, cada
uno se dispuso en un pozo dentro una caja de cultivo con 96 pocillos. A continuacion, se

cultivaron sobre ellos 50.000 células por pocillo en 50 pL. de medio durante un periodo
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de 24 horas a una temperatura de 37 °C, manteniendo una humedad maxima del 95%
y una concentracién de CO2z del 5%. Las células se contaron en cAmara de Neubauer con
uso de azul tripan. Tras este periodo, se afiadieron 20 uL de la solucion MTT
directamente en cada pocillo y se cubrieron con papel aluminio durante 4 horas.
Finalizado este lapso, se analizaron las muestras en un lector de microplacas Thermo
Scientific FC Multiskan® a 450 nm, evaluando las muestras por quintuplicado y

comparandolas con la muestra control.

3.1.7.3 Andlisis estadistico.

Se realiz6 el analisis ANOVA de una via, mediante la prueba de Tukey (p<0.01), con el

software GraphPad prism 8.0.2 para el ensayo MTT realizado por quintuplicado.
3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Efecto del entrecruzamiento

En la Figura 3.2 se pueden observar los andamios que resultaron del procesamiento
mediante la técnica FDPL. Los compuestos poliméricos entrecruzados con diferentes
concentraciones de acido citrico (AC), es decir, 5%, 7%, y 10% (p/p), estan dispuestos
de izquierda a derecha en ambos casos representados en la Figura 3.2A y Figura 3.2B,

que presentan las muestras en sus estados secos y himedos, respectivamente.

A) Andamios secos B) Andamios humedos

AFD5CX  AFD7CX AFD10CX

1cm

Figura 3.2. Fotografias de compositos poliméricos entrecruzados A) secos y B)

humedos. Se destaca en la circunferencia roja un recubrimiento transparente.

En primer lugar, es importante destacar que los andamios muestran una notable

tonalidad rosa, que es el pigmento caracteristico del PLA comercial utilizado en este
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estudio. Ademas, se observa una porosidad notable a simple vista, la cual parece estar
directamente relacionada con la cantidad de agente entrecruzante quimico (AEQ), ya

que ésta parece aumentar al aumentar el AEQ afiadido a las muestras.

Al sumergir muestras cilindricas de los andamios en 20 mL de agua desionizada
durante 1 hora, se observé la formaciéon una sustancia transparente y viscosa, con
caracteristicas similares a la consistencia de lo geles, que recubre toda la superficie del
andamio AFD5CX (Figura 3.2B). En contraste, este fendmeno no se presenté en los
andamios con 7%y 10% (p/p) de AC, debido ala presencia de una mayor concentracién
del agente de entrecruzamiento quimico (AEQ). Estas observaciones seran de vital

importancia para establecer correlaciones en los resultados posteriores.

3.2.2 Caracterizacion espectroscopica

La absorcién de energia en bandas especificas, debida al desplazamiento de sefiales
propias de los materiales precursores, asi como la presencia/desaparicién de nuevos
grupos funcionales presentes en los andamios fue evaluada mediante la técnica de FTIR
por Reflectancia Total Atenuada (ATR). Los grupos funcionales de cada uno de los

espectros se encuentran enlistados en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Valores destacados en el espectro FTIR.

Numero de onda (cm'1) | Grupos funcionales Modo vibracional
1081 -C-C-0
Estiramiento
1267 -0-C-C
1318 -OH Flexion
1416 -CHz
1587 -COO-
1747 (=0 Estiramiento
2923,2878, 2971, 2995. -CH
3366, 3424, 3447,3383 -OH
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La Figura 3.3 muestra los espectros de absorbancia correspondientes a los andamios
AFD5CX, AFD7CX y AFD10CX, aunado a los espectros de los materiales poliméricos
precursores, el CMC y el PLA HA. En el conjunto de los cinco espectros, se observa la
presencia de los grupos funcionales caracteristicos del Poli(acido lactico) (PLA) y la
carboximetilcelulosa (CMC) en todos los tratamientos. Ademas, es de especial interés la

marcada modificacion en la sefial de dos bandas especificas: 1587 y 1747 cm-1.

= AFD10CX —— AFD7CX —— AFD5CX CMC PLA-HA
/L
4
1081
— 1747
s 287)? 3 126);1 %
30 19Y, 1589 /i
——— I I
. 3424 I | |
© A | |
5 ! R I
:; 3447 2995|I ! !
‘O 12923 I I
0 3383 11 I 1416 |
S % o | X
< : [
11
B
: I
|
. N
<— -OH “': I
M I M 1 /A I ' 1
4000 3500 3000 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 3.3. Espectro FTIT de las muestras AFD5CX, AFD7CX y AFD10CX, asi como del
CMCy PLA HA.

Al observar la banda a 1587 cm-l, asociada al grupo -COO-, es notable su completa
desaparicion en cada uno de los andamios. Generalmente, un desplazamiento o

desaparicion de las bandas, implica que existen interacciones primarias, en este caso,
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sobre el propio CMC. De acuerdo con Su et. al. [189], la desapariciéon de dicha sefial
puede ser atribuida a la reaccion de transesterificacion durante el entrecruzamiento de
los grupos carboxilato (-CO0-) del CMC; lo cual, areserva de una confirmacién posterior,

indicaria que el proceso de entrecruzamiento se esta llevando a cabo.

La hipétesis previa se refuerza con evidencias significativas. En primer lugar, se observa
la desaparicién de las bandas a 1318 y 1416 cm-1, que corresponden a las vibraciones
de flexion y estiramiento, de los grupos hidroxilo (-OH) y metileno (-CH2),
respectivamente [190]. Este cambio puede atribuirse a la formacién de los enlaces
covalentes en los extremos donde se encuentran los grupos carboxilato, afectando no
solamente el espacio quimico, sino también la disposicién tridimensional de la molécula
de CMC [191]. Como resultado, los grupos -OH presentes en las hexosas de la celulosa 'y
los grupos -CH2 que se encuentran ramificados junto con los grupos carboxilicos, y no
tienen suficiente espacio para llevar a cabo sus vibraciones habituales, generando asi

esta modificacion.

Adicionalmente, se observan cambios en las bandas que se encuentran en el intervalo
de 2900 a 3000 cm1, una regidn caracteristica de los grupos metilo (-CHs) y metilenos
(-CH2-) que estan presentes tanto en la estructura molecular del PLA como en la del
CMC, teniendo en cuenta su grado de sustitucion [166,192]. Estas modificaciones en los
espectros pueden interpretarse como una manifestacién del cambio estructural
mencionado previamente, el cual ocurre debido al espacio limitado en el que estas
moléculas vibran durante el proceso de procesamiento de los andamios, en conjunto a
la superposicion de los grupos funcionales de los polimeros que estan interactuando
[193,194]. Finalmente, la existencia de las bandas a 1082, 1267 y 1747 cm! en todos
los andamios, y que corresponden a la vibracion de grupos funcionales tipo éster
[195,196], se presenta como evidencia adicional para confirmar la reaccion de

entrecruzamiento entre el CMCy el AC.

En lo que respecta a la HAp, el andlisis por FTIR, a diferencia de lo reportado por Liu et.
al. [197], no parece ser la técnica mas adecuada para confirmar su presencia en la
estructura de los andamios. Esto se debe a que la mayoria de sus sefiales caracteristicas,
como las bandas a 1026 cm1, 1082 cm-1, asi como el intervalo de 3400-3500 cm-1, que
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corresponden a la vibraciéon de los grupos PO43 [198], -Si-O- y -NH2 [197],
respectivamente, se superponen con las sefnales del PLA. Esta superposicion plantea la

necesidad de recurrir a otras técnicas para corroborar su presencia de manera

concluyente.
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Figura 3.4. Esquema propuesto de A) la reaccion de entrecruzamiento ente CMC-AC, B)

con la capacidad de formar una red tridimensional e C) interactuar con el PLA.
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Con base en los resultados anteriores, se presenta evidencia indirecta que apoya la
hip6tesis de una reaccién de transesterificacion entre los grupos -COO- del CMC y los
grupos -OH del AC, implicando que existe un intercambio de grupos alquilo (-CH) o acilo
(C=0) entre un éster y un alcohol en presencia de un catalizador, generalmente un acido
0 un base. Se piensa que, en esta reaccidn, el grupo acilo del CMC sufre un ataque
electrofilico por accion de los radicales libres pertenecientes al -OH del carboxilo
presente en el carbono cuaternario del AC [199], de esta manera se promueve un
ambiente acido que funciona como catalizador para reaccion. La protonacidn facilita la
ruptura del enlace éster y la formacion de un carbocatidn, que a su vez reacciona con el

grupo hidroxilo del alcohol para formar el nuevo grupo éster (Figura 3.4A) [200].

De acuerdo con Wan Ishak et. al. [201], el ligero desplazamiento hacia nimeros de onda
menores en la banda a 1745 cm-1! esta relacionado con interacciones tipo puentes de
hidrégeno entre el PLA y la CMC mediante sus grupos carboxilo e hidroxilo terminales.
A pesar de la inexistencia de un enlace primario entre el PLA y el CMC, el movimiento
hacia ndmero de onda menores de esta banda indica que ambos polimeros se
encuentran interactuando mediante puentes de hidrogeno (Figura 3.4C). Estas
condiciones son de gran ventaja, ya que los grupos funcionales en ambos polimeros se
encuentran libres y con la capacidad de interaccionar con algin otro compuesto, al

mismo tiempo que poseen una estructura tridimensional (Figura 3.4B).

Gracias a la informacién que se puede obtener con ayuda de la técnica FTIR, no solo es
posible detectar modificaciones quimicas en los andamios, sino también llevar a cabo
un seguimiento de éstas a lo largo del tiempo, como se ilustra en la Figura 3.5. En este
caso, se monitored la evoluciéon de la reacciéon de entrecruzamiento en el andamio
AFD10CX en intervalos de 10 minutos, hasta alcanzar una exposicion total de una hora
a una temperatura de 100°C. La eleccion del andamio para este seguimiento se realizo

con base en la mayor concentraciéon de AEC utilizada.
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Figura 3.5. Seguimiento, a lo largo del tiempo, de la reaccién de entrecruzamiento en el

andamio AFD10CX.

Este seguimiento en el tiempo permite observar que, a medida que se acerca la hora de
exposicién, la banda caracteristica de los grupos -OH comienza a ampliarse y
desplazarse hacia nimeros de mas bajos. Esto no solo confirma la modificacién en el
ambiente quimico que ocurre en los andamios debido a la concentracion de AC, sino
también el efecto de la temperatura en este proceso y como ésta, en conjunto con el
AEQ, se encuentran relacionados de forma directa generando un cambio estructural en

los andamios [200,201].

Esta presencia tan marcada de las bandas en el intervalo de 3000-3500 cm-1, las cuales
estan asociados a las vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo, revelan la

capacidad hidrofilica del andamio [29,202].
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Inicialmente, se observa la presencia de los grupos caracteristicos de los polimeros
precursores, independientemente del tiempo de exposicion del andamio a la
temperatura. No es hasta los 20 minutos de exposicidn, que se observa claramente un
desplazamiento hacia nimeros de onda mayores de la banda a 1747 cm-1, al mismo
tiempo que las bandas caracteristicas asociadas a los grupos metilo y metilenos

comienzan a tomar su forma tipica.

Macroscépicamente las interacciones presentes entre ambos polimeros, asi como la
capacidad hidrofilica del CMC, se podrian interpretar como la formacién de la pelicula
transparente que sobresalia del andamio AFD5CX y recubria a AFD7CX y AFD10CX, ya
que, al no estar unido quimicamente, el CMC comenzaria a hincharse al contacto con

agua, dotando de este recubrimiento al PLA.

3.2.3 Caracterizacion morfolégica

Los tres andamios obtenidos mediante la técnica FDPL se analizaron mediante
microscopia 6ptica, microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)
y espectroscopia de rayos-X de energia dispersiva (EDX, por sus siglas inglés) acoplada
al SEM. El objetivo fue determinar el tamafio aproximado de las porosidades y dilucidar
como el agua interactua con ellas, asi como la naturaleza de la superficie y los elementos

presentes en cada muestra.

Mediante microscopia Optica, se observd una diferencia entre la morfologia del PLA
cargado con HAp (Figura 3.6A) y las muestras expuestas al AEQ. Estas ultimas muestran
una mayor cantidad de porosidades y una superficie rugosa, completamente diferente
a la superficie lisa que presenta el PLA HA (Figura 3.6B-D). En particular, al realizar una
ampliacion en la zona donde se observan las porosidades en las muestras con una
exposicion directa al agua desionizada por 1 hora (Figuras 3.6B-D), se destaca la
presencia de pequefias gotas de tamafio micrométrico que se adhieren a la

circunferencia de dichas porosidades.
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Figura 3.6. Imdgenes dpticas de los andamios secos y htimedos obtenidos por FDPL. A)
PLA HA; B) AFD5CX seco; C) AFD7CX seco; D) AFD10CX seco; E) AFD5CX hiimedo; F)
AFD7CX hiimedo y G) AFD10CX hiimedo.

Es importante mencionar que el agua presente en los hidrogeles se puede clasificar en
tres categorias: agua enlazada a la cadena polimérica, agua libre y agua semi enlazada.

Dadas las observaciones anteriores, se sugiere la hipotesis que, cuando los andamios
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secos son introducidos en agua, las primeras moléculas de agua penetran en su
estructura y se unen a los grupos hidrofilicos (-OH) de la cadena polimérica. A media
que todos los grupos -OH se hidratan, la cadena polimérica se hincha y expone los
grupos metilo (-CHs), considerados hidrofébicos, lo que da lugar a moléculas de agua
semi enlazadas de manera hidrofébica [202]. Después de que los sitios hidrofilicos e
hidrofébicos del andamio interactian con moléculas de agua, la red absorbe agua
adicional debido a las fuerzas osméticas de la cadena polimérica principal. Este
hinchamiento adicional es resistido por el entrecruzamiento fisico y quimico del
hidrogel, resultando en las propiedades elasticas de éste [164]. El agua adicional que es
absorbida por el hidrogel es llamada agua libre y llena los espacios disponibles entre
las cadenas poliméricas [203], siendo ésta la que se observa acoplada alrededor de las

porosidades en los andamios.

Este comportamiento hidrofilico en su mayoria es atribuido a la presencia del CMC en
los andamios [204]. Al observar la Figura 3.6G, se plantea que los andamios, al momento
de interactuar bajo un ambiente himedo, llevan a cabo un proceso de anclaje o
retencion de agua en los poros distribuidos a lo largo de toda su superficie. Sin embargo,
esta gran cantidad de agua almacenada en forma de gotas, genera un colapso en su
estructura debido al gran tamafio y cercania entre ellas [205], lo que se observa como
una disminucién en la cantidad de porosidades a medida que el grado de
entrecruzamiento aumenta. Las observaciones previas, en conjunto con las bandas
detectadas por FTIR, corroboran que los andamios presentan una respuesta hidrofilica

al encontrarse en ambientes acuosos.

Al examinar la superficie de los andamios mediante microscopia electrénica de barrido,
se aprecia un cambio notorio en su morfologia. Este hallazgo, respaldado por las
observaciones previas mediante microscopia Optica, confirma de manera concluyente
que los andamios son materiales completamente distintos en comparacién con nuestro
control, y lo que es aiin mas destacable, difirieren entre si (Figura 3.7A-D). La marcada
variacién en la morfologia de los constructos depende en gran medida de la
metodologia utilizada en su procesamiento, especificamente, si la interaccion durante

la evaporacion del solvente se llevé a cabo en contacto con el aire o con la superficie lisa
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del vidrio. Esta diferencia en el proceso confiere dos morfologias distintas a los

constructos, como se aprecia en las Figuras 3.7By D.

Figura 3.7. Imdgenes SEM de los andamios obtenidos a una magnificacion de 70x. A)

PLA HA; B) AFD5CX; C) AFD7CX; D) AFD10CX.

Ampliar el area de interés de analisis nos brinda la capacidad de realizar observaciones
mas detalladas de la superficie de los andamios. Esto nos permite distinguir con mayor
precision tanto la cantidad como el tamafio de los poros presentes en el area de la
superficie seleccionada, ademas de obtener una idea mas clara sobre las caracteristicas
morfologicas presentes en éstos (Figura 3.8A-D). El material control, que corresponde
al PLA HA (Figura 3.8A), presenta poros con un tamafo promedio de 4.3 + 0.9 um,
mientras que el andamio AFD10CX muestra poros de 97.3 + 0.9 um. Esta observacion
sugiere que a medida que aumenta la cantidad de AC los poros mas pequefios tienden
a fusionarse, formando poros mas grandes (Figura 3.8C-D), mostrando un
comportamiento similar al observado mediante microscopia dptica. Estos resultados

concuerdan con las investigaciones realizadas por Mikheeva et. al. [206], al corroborar
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que la concentraciéon de AC tiene un efecto directo en la cantidad y el tamafio de los

poros presentes en los andamios.

4.3+ 0.9 pm/ Pol: 20.9%

200 um

7.1+ 1.7 pm/ Pol: 24.7% 97.3+ 6.7 pm/ Pol: 6.9%

200 um f 200 um ="

Figura 3.8. Imdgenes SEM de los andamios obtenidos a una magnificacién de 500x. A)

PLA-HA; B) AFD5CX; C) AFD7CX; D) AFD10CX.

De acuerdo con la informacién proporcionada por Han et. al. [207], los andamios con
un tamafo de poro en el intervalo de 90-250 um promueven un entorno propicio para
la adhesion y proliferacion de células por lo que, basandonos en esta informacion, la
muestra con una concentracion de 10%(p/p) de AC se propone como la predilecta para

promover dicho ambito.

Mediante aumentos en la magnificacidn, es posible adentrarse ain mas en la estructura
y examinar con mayor detalle la superficie de los andamios. En la Figura 3.9B-D, se
pueden apreciar agregados adheridos a las fibras de los andamios poliméricos. La
presencia de estos agregados parece ser independiente de la seccién a analizar los
andamios, lo que sugiere que estos agregados podrian estar dispersos a lo largo de toda

la estructura. En comparacion con la muestra control, donde no se observan agregados,
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se pueden apreciar ciertas fracturas en la superficie a causa de la interaccién del haz de
electrones con la capa de recubrimiento de oro. El PLA, al ser un material no conductor,
comienza a deformarse debido a la intensidad energética del haz de electrones [208].

Esto provoca que la capa del metal conductor comience a fracturarse, ya que no posee

las mismas propiedades mecanicas que el polimero.

Figura 3.9. Imdgenes SEM de los andamios obtenidos a una magnificacion de 5,000x. A)

PLA HA; B) AFD5CX; C) AFD7CX; D) AFD10CX.

Para el caso del andamio AFD10CX, los agregados parecen haber experimentado un
proceso de modificacion en su morfologia, ya que, en comparacion con las otras
muestras, presentan una morfologia tipo placa, mas definida. Esto podria indicar que el
acido citrico (AC) no solamente interactia con la cadena polimérica de la CMC,
cambiando su morfologia sino que también podria influir en los aditivos bioactivos

agregados a los andamios [209].

Mediante una exploracion mas detalla de estos agregados (Figura 3.10A-C), se observa

su presencia a lo largo de la superficie y en el interior de cada uno de los andamios. En
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este caso, los agregados presentan una morfologia tipo placa, que, de acuerdo con
Zuhan et. al. [210], presentan similitud con una muestra de hidroxiapatita (HAp), la cual
presenta propiedades de alta selectividad bioldgica sobre las proteinas al mismo
tiempo que favorece la adhesién celular gracias a su gran area superficial [211].

Aunado al hecho que este tipo de HAp posee -caracteristicas similares,

morfolégicamente, a las que se encuentran en la estructura 6sea nativa [212].

Figura 3.10. Imagenes SEM de los andamios obtenidos a una magnificacion de 15,000x.

A) AFD5CX; B) AFD7CX; C) AFD10CX.

Mediante un analisis EDX (Figura 3.11) se obtuvo informacién semicuantitativa sobre
los elementos que conforman a los agregados, de manera que se pueda dilucidar cual

es su posible origen y naturaleza.

Los resultados revelaron la presencia de Calcio y Fésforo en la superficie de los tres
andamios (Figura 3.11), componentes esenciales de la estructura quimica de la HAp
[213]. Sin embargo, para confirmar de forma precisa la naturaleza de estos agregados,

se requiere un analisis por difraccién de rayos-X.
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Al mismo tiempo, se observo la presencia de sodio, el cual esta presente en la estructura
quimica del CMC [214]. Estos resultados, junto con las observaciones realizadas
mediante microscopia éptica, confirman la existencia de un polimero en la estructura
de los andamios, especificamente la presencia de carboximetilcelulosa (CMC) [215]. En
consecuencia, el uso de acido citrico (AC) como agente entrecruzante demuestra la
capacidad de crear andamios tridimensionales compuestos a partir de materiales

poliméricos naturales y sintéticos, los cuales exhiben propiedades hidrofilicas [216].
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Figura 3.11. Andlisis EDX de los andamios A)AFD5CX, B)AFD7CX y C)AFD10CX.

3.2.4 Caracterizacion mecdnica

La evaluacion mecanica de las muestras se llevo a cabo con el objetivo de determinar
las capacidades mecanicas de cada uno de los andamios FDLP. Las curvas de esfuerzo-
deformacion de los andamios se muestran en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Comportamiento esfuerzo-deformacion de las diferentes muestras bajo

cada uno de los tratamientos.

Para el caso del andamio AFD5CX, los datos sugieren una interaccion significativamente
menor entre el PLA y la CMC en comparacidn con los otros dos tratamientos. Esto se
refleja en valores mas bajos, tanto para el médulo elastico como para la elongacién a la
ruptura. El comportamiento mecanico del andamio AFDS5CX, se atribuye
principalmente a la baja concentracién de AC utilizada durante el proceso de
entrecruzamiento, lo que a su vez limita la capacidad elastica de fibras poliméricas lo

que le permite disipar una mayor cantidad de energia [217].

Los resultados siguieren que el efecto del AEQ no se limita a alterar la morfologia y el
tamafo de los poros en la superficie de los andamios, sino que también afecta sus
propiedades mecanicas [218]. Esto se ejemplifica al comparar el andamio AFD5CX con
el AFD7CX. Un aumento del solo 2% (p/p) en la concentracién de AC conduce a un
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incremento del 36% en el médulo elastico y mayor elongacién a la ruptura, lo que
resulta en un material con un mejor comportamiento mecanico y con mayor capacidad

de disipacion de energia antes de la ruptura.

Estos efectos pueden atribuirse a la estabilidad lograda en la estructura tridimensional
mediante las interacciones primarias y secundarias presentes entre el CMC, el ACy el

PLA [219].

Sin embargo, este efecto positivo en la estructura tiene sus limites. Al examinar el
desempefio del andamio AFD10CX, se observa una ligera reduccién de su capacidad
elastica y lareduccién al 50 % del valor de elongacién maxima antes de la rotura (Tabla
3.2), indicando que el material comienza a volverse mas rigido a medida que aumenta
la concentracién de AC, lo cual se atribuye a una mayor densidad de entrecruzamiento.
Ademas, la presencia de porosidades con mayor didmetro parece tener un efecto
negativo, ya que promueven discontinuidades en la superficie del andamio, lo que

dificulta la capacidad de recuperacion de la matriz polimérica ante los esfuerzos.

Tabla 3.2. Pardmetros mecdnicos de cada andamio.

Modulo de Elongacién a la Esfuerzo maximo
Muestra
Young (MPa) ruptura (%) de traccion (MPa)
AFD5CX 121.0 £ 36.1 1.5+0.1 1.0 £ 0.05
AFD7CX 165.1 +49.2 39+£0.2 28+0.2
AFD10CX 153.2 £55.2 2.0+0.4 2.5+0.03

Por lo tanto, a medida que aumenta el porcentaje de AEQ, los andamios se vuelven mas
resistentes y, al mismo tiempo, muestran una mayor elongacién antes de la ruptura
debido a la influencia del acido citrico que genera entrecruzamientos, modificando su
desempefio mecanico. Aunque esta mejoria parece limitarse a concentraciones hasta
del 10% (p/p), ya que, después de dicha concentracion, los andamios muestran una

disminucién en todos sus parametros mecanicos, lo cual se atribuye a mayor densidad
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de entrecruzamiento. Estos hallazgos son coherentes con las investigaciones previas
realizadas por Khairunnisa-Atiqah et. al. y Ghorpade et. al. [196,220], donde se
establece que el porcentaje de agente de entrecruzamiento quimico (AEQ) en los

andamios tiene un impacto significativo en su comportamiento mecanico.

3.2.5 Caracterizacion de la humectabilidad

La capacidad de retencidon de agua suele utilizarse para evaluar la capacidad de los
andamios para mantener su estructura en presencia de cambios dimensionales cuando

se ven expuestos a un ambiente acuoso.

El andamio con 5% (p/p) de acido citrico (AC) muestra una excelente capacidad de
retencion de agua durante la primera hora de inmersion, alcanzando aproximadamente
400% en la capacidad de hinchamiento (Figura 3.13A). Lamentablemente, con el paso
del tiempo, el andamio comienza a perder una cantidad considerable de masa. De
acuerdo con la investigacion realizada por El-Lakany et. al. [221], es partir una
concentracion del 7% (p/p) de AEQ que los andamios presentan una mejor estabilidad

mecanica, evitando asi su disoluciéon en el medio.

Debido a la baja concentracién de AEQ presente en el andamio AFD5CX, las cadenas
poliméricas, al entrar en contacto con el agua, comienzan a separarse cada vez mas,
hasta el punto en que el material comienza a disolverse e inicia un proceso de
degradacion hidrolitica [222]. Esto se evidencia con mayor claridad en la imagenes
macroscopicas de los andamios en los que después de 1 hora en contacto con el agua
desionizada (Figura 3.2). Dado que la concentracion de AEQ es menor, la
carboximetilcelulosa (CMC) no entrecruzada comienza a hidratarse y a escapar de la
estructura en forma del recubrimiento transparente que aparece en el andamio

AFD5CX al poco tiempo de interactuar con el agua (Figura 3.13B).
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Figura 3.13. A)Efecto del tiempo de entrecruzamiento en la capacidad de absorcion de
agua en los andamios PLA-CMC durante las primeras 5 horas; B)Representacion

macroscoépica del hinchamiento durante la primera hora.

En contraste, el andamio que tiene mayor concentraciéon de AEQ [10% (p/p)] muestra
un comportamiento diferente. Aunque su capacidad de hinchamiento disminuye hasta
el 190%, el andamio AFD10CX exhibe la mejor estabilidad a lo largo de tres semanas,
manteniendo un promedio en la capacidad de retencion de agua del 100% (Figura
3.14A). No es hasta después de 500 horas que comienza a observarse un proceso de
degradaciéon en este andamio, al ir perdiendo masa por el efecto descrito

anteriormente.

Para el andamio con AFD7CX, al observar la Figura 3.13A, pareciera ser el material
predilecto durante las primeras 5 horas, debido a que muestra el mayor grado de
hinchamiento entre los tres andamios, en conjunto con una relativa estabilidad de su

estructura. Sin embargo, después de 56 horas, este material comienza a perder una gran
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parte de su masa, al igual que el andamio AFD5CX, para finalmente iniciar el proceso de

degradacion hidrolitica a partir de las 350 horas (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Efecto del tiempo de entrecruzamiento en la capacidad de hinchamiento en

los andamios PLA-CMC durante 3 semanas.

De acuerdo con estos resultados, se puede inferir que el comportamiento en la
retencion de agua estd estrechamente relacionado con la concentracion de AEQ
utilizado, ya que éste influye fuertemente en la superficie y estructura del material, lo
que modifica la distribucién y disponibilidad de grupos -OH, repercutiendo

directamente en las propiedades hidrofilicas de los andamios [223,224]

La capacidad de retencion de agua en los biomateriales, sin comprometer la estabilidad
mecanica y con un tamafio de poro promedio de entre 90-200 um, de acuerdo con la
literatura, proporciona una adecuada transferencia de oxigeno y nutrientes, creando un

microambiente propicio para la proliferacién celular en el andamio [225]. Por esta

pag. 77



razon, el andamio AFD10CX se presenta como el andamio predilecto debido a las

caracteristicas que ha presentado hasta el momento.

La evaluacién del caracter hidrofilico que presentan los andamios se realiz6 a través de
la medicion del angulo de contacto (Figura 3.15). Los resultados revelaron un aumento
en la hidrofilicidad de los andamios de PLA y CMC debido a la capacidad del CMC para

crear un entorno humedo gracias a la presencia de sus grupos hidroxilo (-OH) [30].
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Figura 3.15. A)Tendencia que presenta el dngulo de contacto contra la concentracién
de AC agregado en los andamios. B) Tamario de poro observado en los andamios bajo

tres diferentes concentraciones de AC.

A diferencia de lo reportado por Castillejos et. al. [192], lo resultados muestran que no
es necesario realizar modificaciones quimicas o copolimerizaciones extras, con uno o
mas polimeros, para lograr que un material sintético presente propiedades hidrofilicas.
Simplemente, el hecho de combinar un polimero con propiedades hidrofilicas con un
polimero hidrofébico, en relaciéon 1:1, se le confiere un caracter higroscopico al material
compuesto. Ademas, esta aproximacion resulta ser mas sencilla y econdmica, ya que no

requiere equipos sofisticados ni altas temperaturas de curado. Al mismo tiempo que
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ofrece la posibilidad de incorporar aditivos, como la HAp, que le otorgarian

propiedades bioactivas.

Al igual que con las propiedades mecanicas, segun los resultados de este analisis, el AC
desempefia un papel significativo en el control de las propiedades de humectabilidad.
En la Figura 3.15, se puede observar una tendencia en los andamios con tamafos de
poros mas grandes: reducen su angulo de contacto a medida que aumente el didmetro
del poro. En particular, el andamio AFD10CX, con un didmetro de poro mas grande con
respecto a los otros dos andamios (Figura 3.8), promueve una mayor capacidad de
permeabilidad y absorcion del agua en su superficie en comparaciéon con el andamio
AFD7CX, que tiene con un tamafio de poro mas reducido (7.1 + 1.7 um). Esto se refleja
en angulo de contacto que disminuye de 72.4 + 2.3° a 65.2 + 2.0°, respectivamente. Sin
embargo, esta variacién en el angulo de contacto puede verse influenciada por factores
adicionales que se tomaron en cuenta, como la porosidad heterogénea y la rugosidad
intrinseca del material, lo que contribuye al error en las mediciones ya que se genera

una interfaz aire-agua [226].

En definitiva, la cantidad del AEQ tiene un impacto directo en propiedades esenciales
para los biomateriales, como su desempeiio mecanico, capacidad de hinchamiento,

caracter hidrofilico, asi como el diametro y cantidad de porosidades.

3.2.6 Caracterizacion térmica

La Figura 3.16 muestra los termogramas correspondientes a los materiales precursores
(PLA HA y CMC) y del andamio entrecruzado con una concentraciéon de 10% (p/p) de
AC. A pesar de que el andamio PCH7CX muestra mejores caracteristicas mecanicas; sus
capacidades de retencidn de agua, angulo de contacto y diametro de los poros, resultan
inferiores a las que exhibe el andamio PCH10CX. La caracteristicas mencionadas
anteriormente fueron determinantes en la eleccién del andamio para evaluar su

desempefio térmico.
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A primera vista, se observa una variaciéon de aproximadamente 11°C en la temperatura
de transicién vitrea (Tg) de la muestra AFD10CX en comparacién con la muestra PLA
HA (Figura 3.16A y C). Esta alteracién en la Tg, que va de 62.44°C a los 73.60°C, se
descarta como una mera fluctuaciéon debido a la desviacién estandar inherente al quipo
utilizado para el andlisis DSC. En realidad, dicho aumento en la Tg se correlaciona
directamente con el incremento en la concentraciéon de AC durante el proceso de
entrecruzamiento, lo que reduce la movilidad de las cadenas poliméricas y, por lo tanto,
aumenta la Tg, lo cual coincide con lo informado previamente Wilpiszewska et. al. y

Priya et. al. en sus investigaciones [227,228].

Es importante considerar que, durante el proceso de entrecruzamiento, la red
tridimensional formada por la CM(, a partir de la reaccion con el AC (Figura 3.4), podria
generar una pérdida en la regularidad de las cadenas poliméricas del PLA y, como
consecuencia provocar la desaparicion de la curva correspondiente a la temperatura de
cristalizacion en la Figura 3.16C [229]. Esta pérdida de la regularidad y la posible
separacion de las cadenas del PLA, en conjunto con la velocidad de evaporacion del
solvente en los andamios procesados por FDLP, genera el desplazamiento de la curva

de fusion del PLA [228].

En termodinamica, la entalpia de fusiéon (AHm), también conocida como calor latente de
fusion, se refiere a la cantidad de energia necesaria para que una sustancia pase de su
estado sélido a liquido [230]. Un cambio en esta magnitud puede reflejar cambios en la
morfologia de la estructura o la presencia de interacciones en ésta [231]. Al centrarnos
en el valor de AHm del andamio ADF10CX (Figura. 3.16A), se observa no sélo la
presencia de dos entalpias de fusion, sino ademas su reduccién con respecto al material
base, pasando de 46.27 | /ga 2.993 ] /gy 0.45]/g. Ya que las temperaturas de fusién son
practicamente las mismas (166.99°C para el PLA y 170.82°C para el PCH10CX), este
cambio en AHm se atribuye totalmente a una alteracién conformacional en la estructura
del PLA [232], incentivada por la presencia de la estructura 3D formada por la CMC

entrecruzada [233].
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Estos resultados, en conjunto con los datos obtenidos mediante FTIR (Figura 3.3),
confirman que el entrecruzamiento, mediante una reacciéon de transesterificacion,
ocurre Unicamente entre el CMC y el AC. Ademas, esta estructura 3D y la existencia de
interacciones secundarias, como la Uinica forma de interaccién posible, entre el CMC y
el PLA [234,235] propicia la aparicién de la segunda curva de fusion atribuida a una
segunda especie cristalina en el PLA. Sin embargo, dado que las interacciones
secundarias tienen un impacto limitado en la Tg [236], resulta necesario realizar un
analisis mas puntual, como H-NMR, para identificar la naturaleza precisa de las
interacciones presentes entre los materiales precursores y el AEQ al momento de la

evaporacion del solvente.

3.2.7 Caracterizacion bioldgica

La citotoxicidad, en términos de actividad metabélica, se evalu6 durante un periodo 24
horas en células madre mesenquimales (CMM), de la linea celular 500-010. Este analisis
se llevé a cabo mediante un ensayo basado en la fluorescencia de sales MTT/formazan,
cuyo principio se esquematiza en la Figura 3.17A. Esta técnica se basa en la reduccién
de una sal interna de MTT por la accién de la enzima mitocondrial deshidrogenasa
presente en las células vivas, produciendo formazan (un compuesto coloreado). La
cantidad de formazan generada se mide con un espectrofotometro, donde su

absorbancia esta directamente relacionada con el nimero de células vivas en el cultivo.

Para validar el protocolo experimental y los resultados obtenidos, se incluy6 un control
positivo que consistié en el material precursor PLA-HA, expuesto a la misma linea
celular junto con DMEM. Este control mostré una notable reduccién en la sefal de
fluorescencia al compararlo con el andamio AFD10CX, indicando un aumento en la
actividad metabdlica de las células al interactuar sobre este andamio en particular
(Figura 3.17B). Al mismo tiempo, se observa que las fibras poliméricas de PLA cargadas
con HAp no indujeron un efecto téxico en las células sembradas sobre éste. Estos
resultados son consistentes con la ampliamente documentada biocompatibilidad del

PLA yla HAp [237,238].
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Figura 3.17. A) Esquema de la viabilidad celular basado en el ensayo MTT. B)Actividad

metabdlica de las células sembradas en los andamios después de 24 horas de incubacion

con CMM 500-010. *(p>0.01).

La concentracion de AC demostro tener un impacto considerable en las propiedades
mecanicas, morfologicas y de absorcidon de los andamios, convirtiéndolo en un factor
determinante durante la creaciéon de un andamio que pueda recrear un microambiente
para simular las condiciones nativas en las que se encuentran las células. Con base en
estos resultados, el andamio AFD10CX se perfila como candidato ideal para
aplicaciones en ingenieria de tejidos (IT). A pesar de no contar con el mejor desempefio
mecanico entre todos los andamios analizados, exhibe otras caracteristicas

sobresalientes, como un tamafio del poro entre 90-250 um, alta hidrofilicidad y mayor
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estabilidad térmica en su estructura. Estas propiedades contribuyen a un mejor

desempefio biolégico al reducir la citotoxicidad.

Estos hallazgos se alinean con las investigaciones previas de Raucci et. al. [239], quienes
desarrollaron andamios para la diferenciacién osteogénica, observando efectos
positivos en la adhesién, proliferaciéon y diferenciacion de células madre
mesenquimales humanas. La diferencia radica en que ellos utilizaron concentraciones
iguales o superiores al 10% (p/p) de AC como AEQ en andamios de CMC. Por tltimo, se
observo que la actividad metabdlica de las células aumenta con la presencia de al menos
50% (p/p) de un polimero natural en los andamios procesados por FDLP. Efecto que ya

se ha observado en andamios compuestos por celulosa y su derivados [228].

A pesar de estos resultados prometedores en el campo de la IT, es esencial realizar una
evaluacion mas exhaustiva del desempefio biolégico de los andamios para confirmar su

seguridad en futuras aplicaciones humanas.

3.3 Notas finales del capitulo

La combinacién de PLA con CMC en un relacién 1:1 (p/p), en conjunto con una
concentracion de AC al 10% (p/p), generan estructuras 3D con la capacidad de simular

un microambiente que aumenta la actividad metabélica de las CMM.

A pesar de sus limitaciones, el andamio AFD10CX puede tener aplicaciones en el area
de IT, sobre todo donde se busque utilizar andamios que contengan un alto ndmero de
porosidades que garanticen vias para intercambio de nutrientes, oxigeno y eliminacion
de desechos metabdlicos, sumando a una buena adhesion celular en la superficie, en un

entorno acuoso.

Ademas, la interaccion del AC con los aditivos bioactivos y su potencial influencia en la
morfologia de éstos, asi como la naturaleza precisa de las interaccidn entre el PLA y el
CMC, son areas que necesitan analisis mas rigurosos para establecer su origen y/o un

mecanismo especifico que respalde con mayor certeza nuestras aseveraciones.
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CAPITULO 4. Analisis de la variacién estructural en
andamios de PLA procesados por diversas técnicas.

La ingenieria de tejidos (IT) es un campo en constante evolucidn que busca desarrollar
estructuras tridimensionales (3D) para la regeneracién de tejidos y drganos. En este
contexto, los andamios poliméricos desempenan un papel crucial, ya que actian como
matrices de soporte para el crecimiento y la diferenciacion celular. Sin embargo, la
eleccion de la técnica de procesamiento utilizada para fabricar estos andamios puede
tener un impacto significativo en su estructura y, por lo tanto, en su capacidad para

promover la regeneracion tisular.

El capitulo 4 se centra en explorar y comparar la variacion estructural de los andamios
de poli(acido lactico) (PLA) procesados mediante diferentes técnicas en el contexto de
la ingenieria de tejidos. A través de un analisis detallado, examinaremos cémo estas
diferencias pueden influir en las propiedades y el rendimiento de los andamios, con el
objetivo de proporcionar una comprensiéon mas completa de su potencial en

aplicaciones de regeneracion tisular.
4.1 Metodologia experimental

4.1.1 Procesamiento por impresién 3D

Para la fabricacion del andamio, se utilizé la impresora Wanhao Duplicator 4S®
configurada para la extrusion por medio de una unica boquilla de 0.4 mm. El disefio del
andamio de PLA se llevd a cabo mediante el software Thinkercad®, siguiendo la
metodologia propuesta por Farto-Vaamonde et. al. [240]. Este disefio contempla un
andamio de dimensiones de 20 x 20 x 0.2 mm con dos capas de 0.1 mm cada una,

dispuestas en una rotacién de 90° entre si (Figura 4.1A).

Para la impresion, se configuré el software ReplicatorG® con un relleno del 30%, una
velocidad de impresion y desplazamiento de la boquilla de 10 mm/s en ambos casos.
Ademas, se mantuvo una temperatura constante de 220°C para el extrusor y 110°C en

la plancha de calentamiento [240]. La muestra resultante se etiqueto como PLA-3D.
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4.1.2 Procesamiento por electrohilado (EH)

El proceso de electrohilado se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por
Gutiérrez-Sanchez et. al. [241]. Para llevar a cabo este proceso, se uso el equipo TL-01
durante 4 horas, aplicando una tensiéon de 7kV y utilizando una aguja de acero

inoxidable No. 6 (Figura 4.1B).

Como material base para la construccion del andamio, se utilizé una solucion de PLA en
cloroformo al 8% (p/p). Las configuraciones del equipo incluyeron una velocidad de
100 rps para el colector y 10 rps para el desplazamiento de la jeringa sobre el colector.
Ademas, se mantuvo una distancia de 5 cm entre los sensores y 15 cm entre la aguja y
el colector. Todo el proceso se llevé a cabo en condiciones ambientales. Como resultado
de este proceso, se obtuvo una pelicula de PLA de aproximadamente 0.2 mm de grosor.

La muestra resultante se identific6 como PLA-EH.

Primera capa Segunda capa
A o
e 0.4 mm 95) ,'
I e ‘;4—. @/ 0.6 mm \@ ," /”
— x 1 7 A

Wanhao duplicator 4s Yo.1mm 20 x 20

g PLA 8%(p/p)

10 rps
No.

=
(@

TL-01

Figura 4.1. Esquema de la metodologia para el procesamiento de andamios por medio

de las técnicas A) Impresion 3D y B) electrohilado (EH).
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4.1.3 Caracterizaciéon macroscdpica cualitativa

Se utiliz6 un lente macro de 2ZMpx con una apertura de f/2.4 de un smartphone Redmi
Note 8® e iluminacién artificial con tonalidad blanca para la adquisiciéon de las

fotografias.

4.1.4 Caracterizacion de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

(FTIR)

La identificacién de especies quimicas de los andamios se realiz6 utilizando un
espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 en el modo de reflectancia total
atenuada (ATR). Los espectros de cada muestra se registraron a temperatura ambiente
en el intervalo de nimero de onda de 600-4000 cm'1, con 32 escaneos y una resolucion

de 4 cm-1.

4.1.5 Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (ESEM).

La morfologia de los diferentes andamios se examind utilizando un Microscopio
Electréonico de Barrido Ambiental (ESEM) FEI QUANTA 250 en condiciones de bajo
vacio, a un voltaje de 15kV y un presiéon de 110-130 Pa. Todas las muestras se colocaron
en un pin de aluminio y se recubrieron con oro durante 30s, a 4 mA en condiciones de

vacio mediante un Cressington 108 auto [241].

4.1.6 Caracterizacion de la humectabilidad por dngulo de contacto

La humectabilidad de los andamios PLA EH y PLA 3D se evalu6 a temperatura ambiente
mediante un gonidometro Biolin Scientific TL100 utilizando la técnica de gota sésil y se
analizo con el software de imagen One Attetion. Para realizar el analisis de mojabilidad
se coloco una gota de agua desionizada (=2.5puL) sobre la superficie de los materiales
con una jeringa micrométrica, posteriormente se capturaron las imagenes a 12 s para

evaluar el angulo de contacto mediante la ecuacidn de Young-Laplace [241].

4.1.7 Caracterizacion térmica

Se evaluaron las propiedades térmicas de los andamios procesados a distintas

metodologias utilizando un calorimetro diferencial de barrido modelo Q2000 de TA
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Instruments. Para ello, se pesaron 5 + 1 mg de cada muestra y se dispusieron en un
porta-muestras de aluminio sin tapa de 18 mg. El analisis se llev6 a cabo en un ciclo
Unico bajo una atmdsfera de nitrégeno. La muestra se enfri6 hasta alcanzar los 5°C, se
mantuvo en equilibrio durante 1 minuto y posteriormente se elevo la temperatura a

250°C con una velocidad de calentamiento de 20°C/min.
4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Evaluacioén preliminar de la estructura interna de los andamios

La Figura 4.2 muestra las estructuras resultantes que fueron obtenidas a través de los
diferentes procesos: electrohilado (Figura 4.2A) e impresion 3D (Figura 4.2B). Ambos
andamios dimensiones de 20x20 mm, pero con diferencias en el grosor: el andamio
obtenido por electrohilado (PLA EH) tiene un grosor de 0.1 mm, mientras que el
andamio fabricado mediante impresién 3D (PLA 3D) tiene un grosor de

aproximadamente 0.3 mm.

Utilizando un microscopio monocular digital VKTECH 500X, se llevd a cabo la
observacién preliminar de la estructura interna de cada uno de los andamios. A pesar
de la limitacién en la cantidad de aumentos disponibles, en la Figura 4.4C es posible
observar la disposicion aleatoria de las fibras poliméricas en el andamio PLA-EH
(Figura 4.2C). Por otro lado, la Figura 4.4D presenta con mayor detalle la estructura tipo
malla, en la cual se observan algunas discontinuidades entre cada seccion de 0.8 mm de
diametro que conforma la segunda capa. Ademas, las intersecciones entre las dos capas
del mallado forman espacios libres con dimensiones de 0.4 x 0.5 mm. Estas
discontinuidades, asi como las diferencias observadas en las dimensiones de las
secciones con respecto al disefio original, se atribuyen a las limitaciones técnicas que
presenta este modelo de impresora 3D al momento de generar una estructura de estas
dimensiones. Asimismo, el andamio PLA 3D pareciera tener una superficie

completamente homogénea.
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Figura 4.2. Andamios de PLA procesado mediante A) EH e B) impresion 3D. Estructura
interna de los andamios C) PLA-EH y D) PLA-3D, bajo microscopia éptica de campo

claro a una magnificacion de 500x.

Al igual que en la Figura 3.1, el caracteristico color rosa se atribuye al pigmento
utilizado en el carrete de PLA comercial. Cabe destacar que previamente se ha
demostrado que este pigmento no afecta negativamente sobre el metabolismo de las

células, al menos durante las primeras 24 horas, como se ilustra en la Figura 3.17.

4.2.2 Caracterizacién mediante espectroscopia FTIR-ATR

El andlisis FTIR (Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier)
desempefia un papel crucial como primera exploracién ya que, esta técnica, permite
examinar las estructuras moleculares y composicion quimica de los andamios con gran
precision, resultando especialmente ttil para identificar alteraciones en la morfologia
de los materiales evaluados sin recurrir a técnicas mas avanzadas o costosas [242]. La
Figura 4.3 presenta el espectro del PLA utilizado como base, asi como los espectros

correspondientes al PLA procesado por las técnicas de EH e impresién 3D.
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Figura 4.3. Espectros FTIR-ATR de los andamios obtenidos mediante diferentes técnicas

de procesamiento.

Las bandas de importancia fueron identificadas en cada espectro y se presentan en la
Tabla 4.1, en conjunto con su respectivo modo vibracional. En primera instancia, los
tres espectros de FTIR presentan las sefiales caracteristicas del PLA en laregion de 700-
1800 cm'l, especificamente las bandas a 755, 1189, 1451 y 1748 cm-L El grupo
funcional principal del PLA, que corresponde a la vibraciéon de tension del grupo
carbonilo (C=0), se encontré tanto en la frecuencia de 755 cm! como a 1748 cm,
indicando la presencia del grupo éster caracteristico del acido lactico [243]. De la
misma forma, la banda a 1189 cm-! puede ser atribuida a la vibracion de tension de los

enlaces C-O-C presente en estos mismos esteres [244], mientras que la banda a 1451
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cm1 se tribuye a la vibracion de flexion de los enlaces C-H presente en los grupos metilo

(-CHs) que se encuentran ramificados en la estructura del PLA [245].

Tabla 4.1. Asignacion de bandas caracteristicas para los andamios de PLA procesados

por distintas técnicas

Numero de onda (cm) | Grupos funcionales Modo vibracional
755 -C=0c -
871 -C=0a -
1189 C-0-C Tensién
1451 -CH, -CH3 Flexiéon
1748 -C=0 Tension
2800-3000 CH, -CH Tension simétrica y
antisimétrica
3000-3500 -OH Tension

*c = banda correspondiente a la fase cristalina del PLA.

*a = banda correspondiente a la fase amorfa del PLA.

Al observar la modificaciéon de las sefiales en la region de 2800-3000 cm-l, que
corresponden a los estiramientos simétricos y antisimétricos de los enlaces C-H en los
grupos metilo [246], sugieren que, si bien la estructura principal del PLA no presenta
ningun cambio, si lo hay en sus grupos metilo ramificados. Esto nos indicaria que las
técnicas de procesamiento no modifican la estructura quimica del material base (PLA),
sin embargo si modifican la disposicion espacial de las estructuras quimicas
ramificadas, por ende, sus propiedades quimicas, fisicas, asi como la forma de

interaccidn con otras moléculas y con ellas mismas [247].

Esta aseveracion se refuerza con las variaciones en las sefiales presentes en la region
de los hidroxilos (3000-3500 cm-1) [248]. El desplazamiento de los grupos hidroxilos (-
OH) de 3380 cm'1 a 3558 y 3487 cm-! suele estar asociado a la formacion de puentes de

hidrogeno debido a las interaccién entre los extremos del PLA [249]. Estas
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modificaciones en los espectros pueden interpretarse como una manifestaciéon del
cambio estructural mencionado previamente, el cual ocurre debido a la disposicion

espacial de las moléculas del PLA durante el procesamiento de los andamios.

Cabe aclarar que esta variacion encontrada en los andamios de PLA, por efecto de la
metodologia seleccionada para fabricar el andamio, modifica solamente la orientacion
molecular, ya que durante el procesamiento los polimeros pueden experimentar un
cambio de orientacién debido a la fuerzas de fujo o estiramiento [250], generando la
anisotropia observada en el rango de 2800 a 3000cm-1. Si bien, algunas técnicas de
procesamiento, como la extrusion, pueden cambiar la cristalinidad del polimero, esto
se veria reflejado en modificaciones de su espectro FTIR [251], ya que los polimeros
cristalinos y amorfos tienen bandas caracteristicas, en este caso para el PLA esas bandas
corresponden las sefiales a 871 y 755 cm1, respectivamente [252]. Por lo tanto, es
necesario un analisis mas especifico con el objetivo de corroborar o descartar una

modificacion en la cristalinidad del andamio.

4.2.3 Caracterizacién morfolégica mediante SEM.

A través de la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), se llevo a cabo la
caracterizacién morfologica de los andamios procesados mediante EH e impresién 3D,
con el fin de analizar el efecto en la morfologia (porosidad, la distribucién de poros, la

estructura y la topografia superficial), que supone el uso cada técnica de procesamiento.

La Figura 4.4A muestras las fibras no tejidas de poli(acido lactico) (PLA) resultantes del
procesamiento por electrohilado (EH), en esta se puede observar como la fibras
dispuestas de forma aleatoria generan un microestructura porosa en 3D, con canales
interconectados. Cabe sefialar que dichas estructuras 3D estan constituidas por fibras
que presentan una variedad de espesores, de los cuales se observan dos predominantes,
el primero corresponde a fibras con un diametro de 0.3 = 0.03 pm y el segundo presenta
valores a 0.8 £ 0.15 pm (Figura 4.5A). Al comparar la distribucién del tamafio de la fibra
(DTF), podemos observar que, para el primer caso, la variabilidad en el tamafio de las
fibras es reducida, al tener solo un 10% comparado con el 20% presente en el segundo

caso. Dado estos resultados, al procesar el PLA mediante la técnica de EH bajo las estas
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condiciones experimentales, resulta mas probable encontrar una mayor cantidad de

fibras no tejidas con un diametro de 0.3 = 0.03 um a lo largo de la superficie 3D.

Figura 4.4. Micrografias de los andamios procesados mediante electrohilado (PLA EH),
a A)5000x, C)10,000x y E)20,000x, e impresion 3D (PLA 3D), a B)5000x, D)10,000x y
F)20,000x.

A diferencia de lo reportado por Gutiérrez-Sanchez et. al. [241], bajo estas condiciones
experimentales, en algunas fibras de PLA se pueden observar aglomeraciones seguidas

de pequefios tramos mas delgados (Figura 4.4A), conformando una morfologia
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denominada “estructura de cuentas" o “bead-on-string structure " [253]. Esta
variabilidad en el diametro individual la fibras y posiblemente la variabilidad en el DTF
(Figura 4.4C), se atribuye principalmente a la velocidad a la que se inyecta el polimero
en solucion, la concentracién de PLA en la solucién y el voltaje utilizado [254]. Si bien,
la presencia de estas fibras fue minima, es necesario optimizar algunas de las
condiciones experimentales para evitar las aglomeraciones, ya que estas pueden dar
como resultado diametros individuales no uniformes de las fibras en la matriz, lo que
afecta la homogeneidad del material. Esto puede conducir a variaciones en las
propiedades mecanicas y térmicas, al mismo tiempo que disminuye la porosidad

[255,256].

16
. B P1:0.08 £ 0.01pm P2: 0.1 £0.005um P3:0.15% 0.03um
A Fibra1: 0.3 * 0.03|J.m 84 DAT\P.1:12A5IF‘:/0 D.T.P.Z:S%} D.T.P.3: 20"/.5
12, D.T.F 1: 10%
= =8
g Fibra 2: 0.8 + 0.15um g
g ° D.T.F 2: 20% 3 4
ra s
2
4 0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.04 0.08 012 016 0.20 0.24
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Figura 4.5. A)Distribucion del tamario de las fibras (DTF) y B)Distribucién del tamarfio
de los poros (DTP) observados en el andamio de PLA EH. C) Distribucién del tamario de
los poros (DTP) observados en el andamio de PLA 3D.
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Al examinar de cerca las fibras no tejidas de PLA (Figura 4.4 C y E), se observo una
topologia rugosa, asi como la presencia de al menos tres distintos diametros de poro,
del cual desatacan los poros con un tamafio promedio de 0.15 * 0.03 pum, ya que
presenta una distribucién mas uniforme y por lo tanto es mas probable que la fibra

presente este tipo de porosidades a lo largo de su superficie (Figura 4.5B).

La rapida evaporacién del disolvente de la solucién PLA-Cloroformo, junto con las
interacciones eléctricas entre las cargas presentes en el polimero y el campo eléctrico,
puede dar lugar a deformaciones en las fibras a medida que el polimero se deposita
sobre el sustrato. Estos procesos conducen a la formacién de porosidades
macroscépicas y a la generacion de rugosidades en la superficie durante la elongacion
y formacion de las fibras del polimero [257,258]. De acuerdo con las investigaciones
publicadas por Nedjari et. al. & Tian et. al. [259,260], la superficie rugosa presente en la
macroestructura, en conjunto con los microporos, generan un efecto inductor sobre la

adhesion, crecimiento y proliferacion celular.

Por su parte, la morfologia lisa exhibida por el andamio de PLA en la impresiéon 3D
(Figura 4.4B) es el resultado de una interaccion de varios factores. Ya que el PLA tiene
una temperatura de fusion relativamente baja (180-220°C) en comparacion con otros
polimeros utilizados en impresion 3D [261], permite un proceso de fusién y deposicion
suave y controlado. Esta fusion suave, junto con las propiedades de adhesion entre las
capas de impresion y una baja contraccion en el procesamiento (entre 0.3% y 0.5%),
minimiza la deformacion y las imperfecciones en la superficie de la impresion durante

el proceso de enfriamiento [262,263].

Al examinar detenidamente la estructura lisa del andamio PLA 3D, se pueden identificar
poros a lo largo de la superficie (Figura 4.4 D y F) con un didmetro promedio de 0.2 +
0.04 um (Figura 4.5C). Varios factores pueden contribuir a la formacién de poros en la
superficie de las piezas impresas en PLA utilizando técnicas de impresiéon 3D. Si la
velocidad de impresién es demasiado alta (>30 mm/s), el material puede no tener
suficiente tiempo para fundirse completamente y adherirse correctamente entre capas,

lo que podria llevar a la formacion de porosidades en la superficie [264]. Ademas, la

pag. 95



calidad del filamento PLA utilizado es crucial, ya que los filamentos de baja calidad o
con impurezas pueden contener particulas extranas que interrumpen la uniformidad
de la impresién y generan poros en la superficie [265]. El disefio de la pieza también
influye, ya que cambios bruscos de direcciéon o estructuras complicadas pueden
dificultar la impresién de capas suaves y sin poros [266]. Por ultimo, la eleccién de
parametros como el relleno y la altura de capa también puede afectar la apariciéon de
poros, ya que un relleno por debajo del 40% o una altura de capa mayor a 0.2 mm

pueden generar imperfecciones en la superficie [264,267].

A pesar de que la aparicion de poros en los andamios producidos mediante impresion
3D puede tener un impacto negativo en las propiedades mecanicas y acelerar la
velocidad de degradacidn, estos poros ofrecen ventajas significativas en el contexto de
la ingenieria de tejidos (IT) [268]. En el campo de 1a IT, es fundamental tener un control
preciso sobre el didmetro de estos poros, ya que, de acuerdo con Abidin et. al. [269], a
partir de un didmetro superior a 0.4 mm, estos poros promueven la migracién celular,
estimulan la proliferacion celular y regulan la velocidad de degradacién del andamio, lo
que facilita la sustituciéon gradual del andamio por tejido nuevo a medida que se

desarrolla [270].

Tanto la técnica de impresion 3D como la de EH, se requiere un control preciso de las
condiciones experimentales para ajustarse y lograr andamios con las caracteristicas
deseadas para su aplicacion en IT. Es importante destacar que la eleccion de una técnica
de procesamiento no solo afecta la morfologia final del andamio, sino que también
influye en su topologia. Por ejemplo, la evaporacion del solvente en la EH puede generar
una superficie rugosa, mientras que en la impresion 3D, las propiedades de fusién del
material pueden resultar en una superficie mas lisa. Ademas, ambas técnicas tienen la

capacidad de crear porosidades de diversas formas en los andamios.

4.2.4 Angulo de contacto

El angulo de contacto es una medida que nos proporciona informacién valiosa sobre la
hidrofobicidad o hidrofilia de una superficie y cémo la morfologia y la topologia de los
andamios pueden influir en esta caracteristica [271]. En el caso especifico de los
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andamios de PLA (Figura 4.6), su aplicabilidad en areas como la IT depende en gran
medida de como interactdan con liquidos de origen bioldgico y otros componentes

[272].

La Figura 4.6 proporciona informacién sobre la interaccién del PLA con el agua en
relacion con la morfologia y topologia adquirida en cada una de las técnicas de
procesamiento. Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con el valor del
angulo de contacto del PLA pristino (60.1° * 1.3°) reportado por Galindo et. al. [273], se

observa una diferencia notable.

A) | BRE

0=91.7°%2.4° 0=116.5°+0.9°

Figura 4.6. Angulo de contacto de los andamios A) PLA 3D y B) PLA EH.

Como se evidencid en el analisis SEM, la morfologia y topologia de la superficie de los
andamios poliméricos varian significativamente entre las técnicas de EH e impresion
3D. En el procesamiento por EH, las fibras exhiben una superficie mas rugosa con una
notable presencia de macroporosidades (Figura 4.4E), atribuida a las condiciones
experimentales, mientras que en la impresion 3D, la superficie es mas lisa y muestra

menos macroporosidades, asi como un menor didmetro en éstas (Figura 4.4F).

El cambio substancial en la humectabilidad del andamio PLA EH en comparacién con
los otros se debe a la rugosidad heterogénea de la superficie. La morfologia del andamio
PLA EH, combinada con los macroporos presentes en las fibras, se ajustan a las
caracteristicas del modelo propuesto por Cassie-Baxter, en el cual la gota de agua crea

espacios donde el aire queda atrapado en la cavidades superficiales, minimizando el
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area de contacto entre el sélido y el agua, mientras que el area entre el aire y el agua se
maximizan, permitiendo asi que el agua forme una gota esférica (Figura 4.6B) [274].
Por su parte, el andamio PLA 3D presentan un tamafio similar en las porosidades a lo
largo de la superficie; sin embargo, debido a su superficie mas homogénea, la fase
liquida penetra todas las cavidades y huecos en la superficie, aumentando el angulo de
contacto en comparacion con el PLA pristino (Figura 4.6A), de acuerdo con el modelo

de Wenzel [275].

Los andamios de PLA EH y PLA 3D presentan cambios en la hidrofobicidad de la
superficie en comparacion con el PLA pristino, y estos cambios se deben principalmente
a la influencia de la topologia de los andamios. Estos cambios pueden tener
implicaciones importantes en la adhesion celular y otras propiedades de los andamios

utilizados en aplicaciones de IT.

4.2.5 Caracterizacion térmica

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una
herramienta fundamental que nos permite comprender como las condiciones de
procesamiento afectan las propiedades térmicas y la estabilidad de estos materiales
[276]. La Figura 4.7 muestra las curvas de DSC de los andamios PLA 3D y PLA EH donde
se observan las transiciones térmicas (Figura 4.7A), la temperatura de transicion vitrea
(Ty) (Figura 4.7B). Al mismo tiempo, la Tabla 4.2 muestra una cuantificacion de los
parametros térmicos mas relevantes de los materiales obtenidos por ambas técnicas de
procesamiento, asi como para el PLA pristino que reportan Hevilla et. al. [277]. La
cristalinidad del PLA se determiné con base en la siguiente ecuacion:
Cristalinidad (%) = —m— 8ee 10
AH,,°

Donde 4AHm es la entalpia de fusion, 4Hcc es la entalpia de cristalizacion y AHm® es la
entalpia de fusion para los homopolimeros de PLLA o PDLA 100% cristalinos, con un

valor de 93.1]/g [278].
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Figura 4.7. A) Curvas DSC del procesamiento del PLA por impresién 3D y EH. B)
Intervalo de temperatura de la transicion vitrea en el PLA 3D y PLA EH.

El electrohilado (EH) se destaca como una técnica altamente versatil para la fabricacion
de andamios, ofreciendo un control preciso sobre una variedad de parametros
estructurales como el diametro, textura superficial, la porosidad y la orientacion de las
fibras poliméricas [279,280]. En el proceso de EH, el polimero se disuelve en un
solvente para formar una solucién que posteriormente se extruye a través de una aguja
cargada eléctricamente. La corriente eléctrica hace que la solucion se estire y forme una
fibra continua. El didmetro de la fibra resultante depende de varios factores y la

distribucion de pesos moleculares del polimero es uno de ellos [281].

Cuando se utiliza un polimero con una distribucién de pesos moleculares mas bajos, las
cadenas poliméricas individuales en la solucién son mas cortas, por ende, menos
propensas al entrelazamiento y la formacién de agregados en la solucién. Ademas, las

cadenas de menor peso molecular tienen menos entrelazamientos y grupos laterales
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que puedan ejercer fuerzas de traccién intermolecular [164,282]. Estas caracteristicas
facilitan el estiramiento de las cadenas durante el proceso de electrohilado, lo que
resulta en la formacién de fibras mas delgadas [283]. En contraste, las cadenas mas
largas y con mas enlazamientos, asi como grupos laterales, tiendas a agruparse y
enredarse, dificultando su estiramiento y generando fibras mas gruesas [284]. Tal como
se observa en las Figuras 4.4 A y 4.5A, nuestro caso parece presentar este mismo
comportamiento, ya que se observa una clara dicotomia de fibras gruesas y fibras
delgadas, lo que en primera instancia podria indicar que en el polimero existe dos

distribuciones de pesos moleculares predominantes.

Tabla 4.2. Pardmetros térmicos obtenidos de los diferentes procesamientos.

Muestra | Tg1 (°C) | Tg2(°C) | AHc (J/8) | AHm(J/8) | Tc(°C) | Tm (°C) | Xc (%)
PLA 60 - 32 37 101 165 5.4

PLA3D | 624 - - 35.4 - 168.5 38

PLAEH | 526 59.6 15.1 32.1 819 | 1642 | 183

Esta asunciéon se corrobora al observar una reduccion de la temperatura de
cristalizacion y fusion (Tabla 4.2). De acuerdo con las observaciones realizadas por Pan
et. al. [285], a lo largo del calentamiento, el PLA de bajo peso molecular (Mn =15,000
g/mol) solo cristaliz6 en el polimorfismo a' a temperaturas por debajo de 100°C,
mientras que en el PLA de alto peso molecular (Mn = 118,000 g/mol) se cristalizé en el
alétropo a a una temperatura de aproximadamente 100°C. Ademas, en relacion con la
investigacion realizada por Hsieh et. al. [286], la fusion de los cristales tipo a sucede en
el rango de temperatura entre 150 y 170°C, mientras que los cristales tipo o’ sucede en
el rango de temperatura entre 140 y 150°C. Por ultimo, de acuerdo con Zhang et. al
[287], cuando la temperatura de cristalizacion (7¢c) < 110°C, la curva de DSC del PLA se
caracteriza por la presencia de un pequefio pico exotérmico antes del pico de fusion,
denominado Tex,, donde el PLA-a’ se transforma en PLA-a, lo que explica el

ensanchamiento de la curva al momento de la fusién (Tm) (Figura 4.7A), indicando que
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la muestra es heterogénea en términos de su estructura cristalina debido a la presencia

de varios polimorfismos.

Esto implica que la presencia del PLA-a’ se caracteriza por una temperatura de
cristalizacion y fusiéon mas baja que la del PLA puro, ya que la presencia de diferentes
estructuras cristalinas puede interferir con el ordenamiento de las cadenas del
polimero, ya que el PLA-a’ se caracteriza por un mayor espacio de separacion en sus
cadenas poliméricas, lo que disminuye las interacciones de las fuerzas moleculares
entre las cadenas poliméricas (Van Der Waals y puentes de hidrégeno) [288]. Por lo
tanto, la presencia tanto de cristales tipo o como tipo o, modifica el empaquetamiento
lamelar y orden de las cadenas poliméricas en el PLA, restringiendo de dos formas
distintas el movimiento de la parte amorfa del polimero, generando asi la aparicion de
dos Ty en el termograma obtenido por DSC (Figura 4.7B). Donde el valor de Ty1 a 52.6°C,
se asocia con el PLA de bajo peso molecular, mientras que el valor de Ty2 a 59.6°C, se
asocia con el PLA de alto peso molecular, de acuerdo con los resultados proporcionados

también por Pan et. al. [285].

En la impresiéon 3D, se lleva a cabo la deposicién de material termoplastico capa por
capa para construir objetos tridimensionales. Durante este proceso, el material se funde
y solidifica rapidamente para dar forma a la estructura deseada [116]. Posteriormente,
es posible someter el objeto en 3D a un proceso de tratamiento térmico o “annealing”
para modificar sus propiedades mecanicas y térmicas [289]. En este contexto, dado que
el grosor de las capas es muy pequefio (0.2 mm), se presupone que la exposicion a la
temperatura de la placa de calentamiento (100°C), seguida de un enfriamiento lento a
temperatura ambiente sobre la misma placa, generé un efecto similar al recocido en la
estructura del andamio. La Figura 4.7A muestra que el PLA 3D presenta un termograma
mas suave y limpio en comparacion con el PLA EH, confirmando que las condiciones de
procesamiento modificaron la estructura del PLA de manera similar a los resultados

descritos por Tabi et. al. [290], donde al PLA se le aplicé un tratamiento térmico.

Al observar el termograma del PLA 3D y compararlo con el del andamio PLA EH, éste

presenta cambios significativos. Especificamente, la transicion exotérmica que indica la
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cristalizacion del PLA desaparece, mientras que la transicion caracteristica de la Ty se
vuelve practicamente imperceptible (Figura 4.7B). La ausencia de curva de
cristalizacion en el PLA 3D, asi como disminucién en la visibilidad de la Ty, se asocia al
alto grado de cristalinidad que el PLA alcanz6 durante el proceso de impresion [281].
Este fendmeno podria ser el resultado de la combinacién de la extrusion y la
temperatura, que inducen un ordenamiento en la estructura cristalina del PLA. Dicho
ordenamiento se refleja en una curva de fusién mas pronunciada para el PLA 3D en
comparaciéon con el PLA EH (Figura 4.7A), lo que se traduce en un aumento en la
entalpia de fusion (4AHm), pasando de 32.1]/g, parael PLAEH, a 35.4]/g para el PLA 3D.
Estos resultados se reflejan en el calculo de la fraccién cristalina del polimero, que

aumento del 18.3% en el PLA EH al 38% en el PLA 3D (Tabla 4.2).

El andamio PLA 3D, en comparacion del PLA pristino, refleja un aumento en la
temperatura de fusién (Tm) al mismo tiempo que una disminuciéon en la AHm. El
aumento en la Tm del PLA 3D de 165°C a 168.5°C, en comparacion con el PLA pristino,
se debe a la modificacion en la orientacién molecular de las cadenas del polimero, que
se vuelven mas alineadas durante el proceso de impresion 3D, lo que a su vez demanda
una mayor energia térmica para la fusion [281]. Por otro lado, de acuerdo con Zhou et.
al. [291], la disminucion en la AHm se debe a la existencia de multiples fases cristalinas,
polimorfismos a y o', cada uno con diferentes entalpias de fusion. La reduccién en la
presencia del polimorfismo o’, que tiene una temperatura y entalpia de fusion mas bajas
que la fase o [286], debido a la influencia de la temperatura durante el procesamiento
por impresidon 3D, contribuye al aumento general de la Tm en el polimero. Esto se
confirma al observar la disminucién del pico exotérmico en el termograma antes de la

fusion del PLA 3D en comparacidén con el andamio PLA EH (Figura 4.7A).

Sin embargo, para corroborar de manera contundente estos resultados sobre la
presencia de diferentes fases cristalinas en el PLA, es necesario utilizar la técnica de
Difraccién de Rayos-X (DRX), tal como lo describen las investigaciones de Hevilla et. al.

& Gomez-Pachon et. al [277,281].
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4.3 Notas finales del capitulo

La eleccion de una técnica de procesamiento especifica no sélo afecta la morfologia final

del andamio, sino que también influye en su topologia.

Las condiciones de procesamiento y la calidad de los precursores pueden alterar la
orientacion preferencial de las cadenas del polimero en una direccion particular, entre
otros aspectos. Estas variaciones, a su vez, tienen un impacto significativo en
propiedades clave para la ingenieria de tejidos (IT), tales como la estabilidad térmica,
la rugosidad, la hidrofilicidad y el tamafio de los poros en la superficie del andamio. Por
lo tanto, la combinaciéon de diversas metodologias de procesamiento de andamios con
enfoque en la IT podria contribuir a resolver los principales desafios individuales
asociados con cada técnica, al mismo tiempo que aprovecha las ventajas inherentes de

cada una de las técnicas.
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CAPITULO 5. Diseifio, construccion y evaluacion
bioldgica de un andamio polimérico multicapa para
su aplicacion en ingenieria de tejidos.

Los materiales compuestos surgen de la combinaciéon de dos o mas materiales con
marcadas diferencias fisicas y quimicas. En muchas ocasiones, se crean compuestos que
fusionan diversos tipos de polimeros para elevar la resistencia mecanica de los
andamios y mejorar su interaccién con los tejidos. No obstante, los soportes
poliméricos presentan limitaciones significativas, como su baja resistencia mecanica y
su tendencia a la deformacion a lo largo del tiempo. Para abordar estas limitaciones y
potenciar su interacciéon con los sistemas biologicos, se han comenzado a utilizar

polimeros en combinacidn con materiales bioceramicos [173].

Aunque la aplicacién de materiales compuestos en biomateriales es relativamente
nueva y se enfoca en areas como la fijacién de fracturas, cemento 6seo, reemplazo de
cartilagos, tendones y ligamentos, el desarrollo de nuevos compuestos organico-
minerales para tratar defectos cartilaginosos constituye un reto fundamental. Estos
nuevos materiales compuestos deberian satisfacer varios requisitos, entre ellos la baja
toxicidad, alta bioactividad, propiedades mecanicas equiparables a las del cartilago y,
sobre todo, una velocidad de degradacién que coincida con la generacion de nuevo

tejido.

El capitulo 5 contempla la evaluacién en las propiedades fisicoquimicas, asi como el
desempefio mecanico y biolégico de los andamios multicapa de Poli(acido lactico)
(PLA) y carboximetilcelulosa (CMC), entrecruzados con una concentracion de 10%
(p/p) de acido citrico (AC), cuando se les integra un componente esencial de la matriz
extracelular (MEC) de las células cartilaginosas: el condroitin sulfato (CS). Ademas, se
explora la capacidad de este componente para modificar las caracteristicas mecanicas

y biolégicas de los andamios.
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5.1 Metodologia experimental

5.1.1 Construccién del andamio multicapa

Se utilizaron secciones de 20 x 20 mm de cada una de las tres capas (AFD10CX, PLA 3D
y PLA EH) para construir el andamio bioinspirado. Inicialmente, se pesé una muestra
de CMC en una relacién 1:1 (p/p) con respecto a la cantidad total de PLA utilizado
(Figura 5.1A). Posteriormente, se prepararon tres soluciones en vasos de precipitado,
donde se combiné el CMC con 10%(p/p) de AC en relacion con la cantidad de CMC, asi
como 0%, 0.5% y 1.0%(p/p) de CS respecto a la masa conjunta del PLA y el CMC.
Ademas, se agregd agua desionizada en una proporciéon de 1mL por cada 100 mg de
CMC. La solucion se agité a 1000 rpm por 15 min en una parrilla de agitacién magnética

(Figura 5.1B).

@ __ 0,05% 1% @ PLA @

@&Zz  cMc+Cs .
PLA e b ;‘ : < — . @
2x2 cm ’ ’ “’
e / 11 \X' cMC @ “/\-z\f/ \ IH @
Q '\} = Y 24
~ =
T Solucion de CMC+CS Proceso del ensamblaje Proceso de curado del

masa CMC andamio

Figura 5.1. Esquema de la metodologia propuesta para construir andamios poliméricos
multicapa. (a)determinacion de la cantidad de CMC; (b)formulacién de la solucién de

anclaje; (c)montaje del andamio y (d)entrecruzamiento de los polimeros.

Al finalizar el tiempo de agitacidn, se obtuvo una pasta transparente que se dispuso
junto con secciones cilindricas de 6 mm de didmetro de cada uno de los andamios,
especificamente, una seccion correspondiente a la impresion 3D, tres secciones
provenientes del PLA EH y finalmente una seccion de FDLP. Cada una de estas secciones
se colocaron sobre un molde cilindrico con didmetro de 7 mm x 2 mm de altura,
abarcando todo el volumen disponible (Figura 5.1C). Posteriormente, el molde se
introdujo en una estufa de laboratorio a 100°C por 1 hora, con el fin de completar la
reaccion de entrecruzamiento (Figura 5.1D). Esto permiti6 obtener tres tipos de
andamios multicapa con diferente contenido de CS: 0% (p/p), 0.5% (p/p) y 1% (p/p).
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Estos andamios se identificaron como PCH10CX, PCH10CX-0.5%CS y PCH10CX-1%CS

respectivamente.

5.1.2 Eliminacion del agente entrecruzante quimico (AEQ) residual

La eliminaciéon adecuada del acido citrico (AC) residual, durante el proceso de
entrecruzamiento, es de suma importancia, ya que un exceso de este compuesto, a pesar
de sus propiedades previamente mencionadas como seguras para el cuerpo humano,
podria alterar el pH de la solucidn, creando un entorno acido [292] que no favoreceria
la proliferacién celular. Para llevar a cabo este proceso, los andamios previamente

curados se colocaron en una placa de 48 pocillos bajo una campana de flujo laminar.

Se realizaron tres lavados con agua estéril, utilizando un volumen de 750 pL por cada
lavado, y se dej6 un periodo de reposo de 30 minutos entre cada lavado (Figura 5.2A).
Al término del tercer lavado, se remplazé el agua por 750 uL. DMEM. Siguiendo una
estrategia similar, se realizaron dos lavados adicionales utilizando el mismo volumen
de DMEM, pero con un tiempo de reposo de 1 hora entre cada lavado. Esto se hizo con
el propésito de alcanzar un pH en la solucién de 8.5. Finalmente, los residuos de DMEM

fueron refrigerados para su posible uso futuro (Figura 5.2B).

@ @
Desechos Residuos DMEM

Agua estéril DMEM

Figura 5.2. Metodologia para la remocion de AC remanente: A) ajuste de pH con agua
estéril hasta alcanzar pH de 6.5 y B) ajuste de pH con medio de cultivo hasta alcanzar un

pH de 8.5.
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5.1.3 Caracterizacion macroscopica cualitativa

Se utiliz6 un lente macro de 2ZMpx con una apertura de f/2.4 de un smartphone Redmi
Note 8® e iluminacién artificial con tonalidad blanca para la adquisiciéon de las

fotografias.

5.1.4 Caracterizacion espectroscopica

La identificacién de especies quimicas de los andamios multicapa se realizé6 mediante
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) utilizando un
espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 en el modo de reflectancia total
atenuada (ATR). Los espectros de cada muestra se registraron a temperatura ambiente
en el intervalo de nimero de onda de 600-4000 cm-1, con 32 escaneos y una resolucion

de 4 cmL.

5.1.5 Caracterizacién morfolégica por microscopia dptica

La morfologia de las células cultivadas en contacto con los eluatos durante las
evaluaciones biolégicas fue observada bajo un microscopio dptico de campo claro

Olympus BX51WI. Prueba realizada en Milan, Italia.

5.1.6 Caracterizacion de la capacidad de retencion de agua

La prueba de retencion de agua se realizé sumergiendo los andamios multicapa en una
solucién tampon de fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) dentro de un horno de
laboratorio MPM Instruments M20-VN a 37°C. Las muestras se pesaron, retirando el
exceso de liquido mediante centrifugacion de acuerdo con la norma NMX-C-428-
ONNCCE-1995 (3000 rpm por 10 min), a diferentes tiempos (1, 2, 3, 4, 24, 48, 72, 168,
336 y 504 horas) para determinar el grado de hinchamiento en funcion del tiempo. La

relacion de hinchamiento (AW%) se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

W, —w
AW%=%

o

x100

Donde Wk el peso de la muestra hinchaday Ws el peso de la muestra seca antes de entrar

en contacto con la soluciéon PBS. Prueba realizada en Milan, Italia.
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5.1.7 Angulo de contacto

La humectabilidad de los andamios multicapa basados en PLA-CMC-CS fue evaluada a
temperatura ambiente mediante un goniémetro Biolin Scientific TL100 mediante la
técnica de gota sésil y se analizd con el software de imagen One Attetion. Para realizar
el analisis de mojabilidad se colocé una gota de agua desionizada (=2.5puL) sobre la
superficie de los materiales con una jeringa micrométrica, posteriormente se
capturaron las imagenes a 1.5 s para evaluar el &ngulo de contacto entre la gota de agua

con la superficie del andamio mediante la ecuacidn de Young-Laplace.

5.1.8 Caracterizacién mecdnica por compresion

Las propiedades mecanicas de compresién de los andamios compuestos (n=3) se
evaluaron utilizando un analizador mecanico dindmico Q800 de TA Instruments, a una
temperatura de 37 °C. El ensayo de compresion se realizd6 bajo los parametros
establecidos por la norma ASTM D695-15, tomando como referencia el trabajo de R.
Donate et. al. [293], con un pequefia modificacion recomendada en el trabajo de N.
Contessi et. al. [294] especifica para este tipo de materiales. Esta modificacion consistio
en aplicar un ciclo de una precarga a una velocidad del 2.5% min! hasta una
deformacion del -30%, seguida de un ciclo de descarga a una velocidad del 5% min-!
hasta el 1%. Posteriormente, se aplico una carga a una velocidad del 2% min-1 hasta

alcanzar una deformacion del -30%. Prueba realizada en Milan, Italia.
5.1.9 Caracterizacion bioldgica

5.1.9.1 Cultivo celular

Se obtuvieron del laboratorio BioCell, del Politécnico de Milan, fibroblastos Murinos de
la linea celular L929. Posteriormente para su replicacion, fueron cultivados en DMEM,
con suplementacion al 10% en suero bovino fetal y antibiético al 1% a 37°C con 95%

de humedad y una atmosfera de COz al 5%. Prueba realizada en Milan, Italia.

5.1.9.2 Ensayo AlamarBlue™

La pruebas de citotoxicidad in vitro por medicion indirecta en todos los andamios se

realizaron de acuerdo con la practica estandar UNE-EN ISO 10993-5:2009 [295]. Para
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estas pruebas se usaron las lineas celulares de fibroblastos murinos L929. El medio de
cultivo consistié en DMEM con 15% de suero bovino fetal en volumen, piruvato sédico

1 mM, glutamina 2 mM y una solucién de penicilina/estreptomicina 1% v/v.

Los eluatos del medio de cultivo se obtuvieron de los andamios en contacto con el medio
de cultivo (n = 3 por dia de muestreo). Estos andamios se encontraban en una placa de
cultivo de 48 pocillos, con 1.5 mL de medio de cultivo por cada uno. Posteriormente, los
andamios se incubaron a 37 °C con una concentraciéon 5% de COz durante 1, 3y 7 dias
con medio de cultivo. Cada dia también se incubé medio de cultivo sin muestras para
utilizarlo como control. Tanto las células L929, como las HCS/2-8, se sembraron en
placas de 96 pocillos con una densidad de 1 x 104 células por pocillo, y se cultivaron
durante 24 horas. A continuacion, se reemplazé el medio de cultivo por los eluatos (n =
3 por muestra, por dia de muestreo) y los controles de medio de cultivo. Las células
fueron cultivadas nuevamente durante 24 horas en contacto con los eluatos. Después
de este periodo, se retir6 el medio de cultivo de cada pocillo y se sustituy6 por la
solucion AlamarBlue™ , incubando a 37 °C con un 5% de CO:z durante 4 horas.
Posteriormente, se transfirieron 150 pL de cada pocillo a un nueva placa de 96 pocillos,
y la fluorescencia resultante se midié6 con un espectrofotémetro (SynergyTM H1,
BioTek, lector de lector de microplacas). Finalmente se calculé el porcentaje de

viabilidad celular mediante la siguiente ecuacion:

viabilidad celular [%] = fetuato — faamarsiue

fcontrol - fAlamarBlue

Donde felato s el valor de fluorescencia de la células en contacto con el eluato, feontror €S
el valor de la fluorescencia del medio de cultivo usado como control y faiamarsiue es el

valor de fluorescencia de la solucion de Alamar Blue™. Prueba realizada en Milan, Italia.

Las pruebas de citocompatibilidad in vitro por medicion directa (realizadas también en
Milan, Italia) se llevaron a cabo utilizando células L929, proporcionadas por el
laboratorio BioCell del Politécnico de Milan, hasta los 7 dias, sembrando 1 x 104 células
en cada muestra, previamente descritas para las pruebas de citotoxicidad. En cada

punto de tiempo, se realizd el ensayo de AlamarBlue™ como se ha descrito
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previamente. La actividad metabdlica de las células sembradas en las muestras se
evalué considerando la Unidad de Fluorescencia Relativa (RFU), obtenida mediante las

siguiente ecuacion:
RFU = RFUMuestra con células — RFUMuestra sin células

5.1.9.3 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis ANOVA de dos vias, mediante la prueba de Tukey (p<0.01), en el

software GraphPad prism 8 para el ensayo AlamarBlue™,
5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Caracterizacién macroscépica de los andamios

La observacion macroscépica de los andamios multicapa de PLA proporciona una
visién general de las caracteristicas y propiedades observadas a simple vista en estos
materiales. Mediante la Figura 5.3 se observa la morfologia y la topologia superficial de
los andamios multicapa de PLA recubiertos con CMC y como este recubrimiento puede

influir en su apariencia macroscépica.

Figura 5.3. Fotografias macroscopicas del compuesto multicapa PCH10CX-1%CS A)seco
y B)hiimedo.

La Figura 5.3 ilustra el resultado del proceso de ensamblaje segiin la metodologia
utilizada. A simple vista, se aprecia que el andamio multicapa presenta un estructura
compacta debido al recubrimiento de CMC en todas las superficies de las capas de PLA

(Figura 5.3A). Macroscopicamente, no se observan indicios de cambios fisicos en el
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andamio al agregar una concentraciéon de 1% (p/p) de CS, ya que mantiene su
transparencia caracteristica. Sin embargo, en un entorno himedo o en contacto directo
con el agua, se puede observar con mayor detalle como la estructura 3D del CMC
entrecruzado embebe las capas de PLA (Figura 5.3B), lo que demuestra una vez mas la
capacidad del AC como agente de entrecruzamiento (AEQ) para materiales con base en

celulosa, tal como lo informa Fahmy et. al. [296].

5.2.2 Reflectancia Total Atenuada mediante Espectroscopia Infrarroja por

Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

La técnica de caracterizacion espectroscopica FTIR-ATR ha demostrado ser una
herramienta esencial en el andlisis de la estructura quimica de los materiales

poliméricos [297].

PCH10CX =—PCH10CX-0.5%CS TPCH1OCX-1%CS = CMC — PLA HA
7/
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Figura 5.4. Identificacién y comparativa de los grupos funcionales presentes en los

espectros FTIR-ATR de los andamios multicapa con respecto a los materiales base.
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En este contexto, los espectros obtenidos mediante esta técnica proporcionan
informacién valiosa sobre las interacciones moleculares presentes en los andamios
poliméricos multicapa basados en PLA-CMC. En total, se identificaron entre 9 y 12

bandas caracteristicas en los espectros de cada andamio (Figura 5.4).

La lista de grupos funcionales asignados a los nimeros de onda, junto con sus tipos de
vibracion, se presentan en la Tabla 5.1 Al observar minuciosamente estos espectros, es
evidente la nula presencia de las bandas caracteristicas del polimero sintético (PLA), ya
que las senales en el intervalo de los 900-1250 cm! han desaparecido casi por
completo. Este comportamiento puede atribuirse, en primera instancia, al hecho de que
los andamio multicapa se encuentran inmersos en un hidrogel de CMC. Por lo tanto, no
sorprende que las bandas predominantes en los 3 andamios multicapa provengan en
su mayoria del CMC, como se aprecia en los espectros PCH10CX, PCH10CX-0.5%CS y
PCH10CX-1%CS. Ademas, es importante destacar que, a primera vista, existe una
diferencia significativa entre los andamios que contiene CS en comparaciéon con los que

no lo contienen.

Tabla 5.1. Asignacién de bandas caracteristicas para los andamios multicapa.

Numero de onda (cm'1) | Grupos funcionales Modo vibracional
1037 -C-0-C
Tension

1260 -0-S0s3-
1409 -OH Flexion, torsion
1589 -COO0-
1747 -C=0

2800-2900 -CH Tension

3378, 3355 -OH + -NH

Una de las primeras diferencias mas notables al introducir CS en la estructura del

hidrogel de CMC, es la aparicién de una banda a 1037 cm, que, de acuerdo con la
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literatura, corresponde a las vibraciones de tension de los enlaces C-O-C de los éteres
presentes en las cadenas arilo (R-CsHs) o alquilo (CnHn+2) de la estructura aromatica
central, asi como en los grupos metileno (-CHz) sulfatados en la estructura molecular

del CS [298].

En este sentido, los andamios PCH10CX-0.5%CS y PCH10CX-1%CS también mostraron
una banda apenas perceptible a 1260 cm-1, que se atribuye a una sefal caracteristica de
los grupos sulfato desprotonados (-0-SO3-) en materiales cargados con CS, de acuerdo
con la investigacion de T6th et. al. [299]. Esta banda indica claramente la presencia de
glucosaminoglicano (GAG) sulfatado en la estructura de los andamios; sin embargo, la
baja concentracion de este aditivo podria ser la razén principal por la que la banda no

es muy evidente en el analisis.

Adicionalmente, la banda a 1409 cm! corresponden a la vibracién de flexién-torsién de
los grupos hidroxilos (-OH) presentes en acidos carboxilicos libres que se encuentran
en el CS [298]. Las vibraciones de torsién, como esta, son tipicas en moléculas que
contienen enlaces sencillos o enlaces simples, como los que se encuentran en los grupos
carboxilo (-COOH). Es relevante mencionar que las vibraciones de flexién-torsion
suelen dar lugar a bandas de absorcién de baja intensidad en el espectro FTIR y, a
menudo, son dificiles de observar. No obstante, su identificacion resulta crucial para el

analisis de moléculas complejas, como polimeros y biomoléculas [300,301].

Al analizar la banda a 1587 cm-1, que corresponde a la estructura quimica del CMC, se
hace evidente un pequefio desplazamiento hacia nimeros de onda mas bajos con
respecto a los andamios cargados con CS, junto con disminucién en la absorbancia de
dicha banda. Este desplazamiento menor y la baja reduccién de absorbancia, sugieren
una disminucidén en la formacién de enlaces covalentes entre los grupos carboxilato (-
COO-) del CMC y los -OH del AC [189]. A diferencia de los resultados de FTIR-ATR
obtenidos en el capitulo 3, en los espectros que se muestran en la Figura 5.4 prevalece
la banda a 1587 cm1, lo que indica que el hidrogel de CMC que recubre las diferentes
capas de PLA presenta una reduccion en la formacion de enlaces covalentes dentro de

Su estructura.
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Esta modificacion en el espectro se atribuye a la posible interaccion entre el CS y el AC,
ya que algunos grupos -OH del AC pueden formar complejos con los carboxilatos
ionizados (-COO-) del CS [302]. Esto sugiere que el AC tiene la capacidad de interactuar
electrostaticamente con el CS debido a las cargas opuestas de los grupos funcionales, lo
que provoca un desplazamiento gradual hacia nimeros de onda mayores, posiblemente
debido ala formacién de puentes de hidrégeno entre ellos [303]. Esta nueva interaccién
podria tener un efecto significativo en la disposicion espacial y la estructura de la red

polimérica.

El PLA, en esencia, se origina a partir del acido lactico, una molécula que contiene una
cantidad substancial de ésteres con grupos funcionales carbonilo (C=0). Esta
caracteristica permite confirmar la presencia del PLA mediante la deteccién de su
vibracidn por tensién distintiva en el intervalo de los 1740 a 1750 cm1 [245,247]. En
nuestro analisis, la sefial de los C=0 se identific6 a 1747 cml. Se observa un ligero
desplazamiento hacia numeros de onda mayores cuando el hidrogel cubre los
andamios; sin embargo, como en los resultados previos, este pequefio desplazamiento
se les atribuye a interacciones mediadas por fuerzas electrostaticas en lugar de enlaces
quimicos primarios [201]. No obstante, al introducir el CS en la estructura del hidrogel,
las interacciones entre el PLA y el CMC se ven mermadas. Esto se evidencia en los
espectros de las muestras PCH10CX-0.5%CS y PCH10CX-1%CS, donde la banda de los
C=0 vibra a la misma frecuencia que la del material base. Este comportamiento se
atribuye a la carga negativa inherente de los agregados sulfatados [304], que neutraliza

estas interacciones secundarias, como sefiala la investigacion de Arenas et. al. [305].

El desplazamiento de las bandas hacia niimero de onda menores, como las sefiales a
2971y 2880 cm'1, que corresponden a la presencia de vibraciones de tension por parte
de los enlaces C-H en la estructura del PLA y del CMC, respectivamente [243,306], junto
con las bandas en el intervalo de 3000-3500 cm-1, que son caracteristicas de los grupos
hidroxilo (-OH) de ambas moléculas, demuestran como la adicién de al menos un 0.5%
(p/p) de CS efectivamente modifican las interacciones que suceden en el interior de la

estructura de hidrogel.
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En funcién de estos resultados, podemos establecer que, a partir del 0.5%(p/p) de CS,
el hidrogel de CMC no s6lo experimenta una disminucién en cantidad de enlaces
covalentes que se forman durante el entrecruzamiento, sino que, ademas, reduce las

interacciones secundarias ente el hidrogel de CMC y las secciones de PLA.
5.2.3 Cardcter hidrofilico de los andamios multicapa

Para verificar la capacidad de mantener su estructura ante los cambios dimensionales
durante la exposicion a ambientes acuosos y determinar el tiempo requerido para que
los andamios multicapa alcancen el estado estacionario, se realizd6 un analisis de
retencion de agua, pero esta vez sobre un ambiente salino con la finalidad de emular

condiciones similares a las del cuerpo humano (Figura 5.5).
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—

600 -
500 - — & .
400 -
=g PCH10CX
300 =g PCH10CX-0.5%CS
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Figura 5.5. Efecto del CS sobre la capacidad de retencion de agua en los andamios

multicapa de PLA-CMC.
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Asi como en la parte inferior del andamio multicapa procesado mediante la técnica
FDLP, se observa una alta capacidad de retenciéon de agua en los andamios multicapa,
llegando alcanzar hasta aproximadamente 700%. Este comportamiento altamente
hidrofilico en los andamios PCH10CX-0.5%CS y PCH10CX-1%CS se atribuye en su
mayoria a la presencia de CS en su estructura, como lo mencionan Sadeghianmaryan et.
al. [237], ya que la carga parcialmente negativa del CS atrae a las particulas de agua.
Ademas, es debido a este efecto electrostatico que el CS tiene la capacidad de
interaccionar con una amplia variedad de macromoléculas, lo que le permite

desempeiiar un papel relevante en ciertos procesos biologicos [307].

Esta caracteristica distintiva del CS para atraer el agua podria explicar el
comportamiento inusual en el andamio PCH10CX-0.5%CS, ya que, al interactuar con el
PBS durante aproximadamente 3 dias, comienza a retener mas agua en su estructura
hasta mostrar un comportamiento similar al andamio PCH10CX-1%CS. Debido a que el
andamio PCH10CX-0.5%CS contiene una menor cantidad de CS en su estructura, la
cantidad de CS disponible para interactuar se ve reducida, sobre todo cuando se tiene
en cuenta la interaccion electrostatica con el acido citrico (AC) durante el
entrecruzamiento, como lo demuestran en su investigacion Santos et. al. [303]. No es
hasta que comienza el proceso de degradacion hidrolitica en los andamios multicapa
que la cantidad de CS libre aumenta, permitiéndoles retener mas agua en la estructura,

como se observa en la Figura 5.5.

Con el objetivo de determinar la capacidad del agua para extenderse y adherirse a la
superficie de los andamios, se llevé a cabo una caracterizacién a través de la medicion
del angulo de contacto. La humectabilidad de los andamios se encuentra
intrinsecamente ligada a las fuerzas intermoleculares, las cuales juegan un papel
fundamental en la capacidad del agua para distribuirse sobre la superficie de los
andamios, un factor crucial al momento de interactuar con las células . De acuerdo con
la literatura, un angulo de contacto menor a 90° indica que el agua puede extenderse y
anclarse a la superficie del material, mientras que un valor superior a este umbral indica

que el agua no se adhiere y en su lugar forma una gota con geometria esférica [308,309].
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El valor del angulo de contacto calculado para los andamios multicapa se presenta en la

Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Angulo de contacto de los materiales PLA, PCH10CX, PCH10CX-0.5%CS y

PCH10CX-1%CS.
Muestra Valores de angulo de contacto (°)
PLA 91.6 +3.4
PCH10CX 36.8+1.5
PCH10CX-0.5%CS 26.3+1.8
PCH10CX-1%CS 15.3+2.1

Como se puede observar, los andamios multicapa desarrollados revelaron valores de
angulo de contacto en un intervalo de 37 a 15 grados, contribuyendo a la confirmacién
en torno a su naturaleza hidrofilica, especialmente en comparacién con el valor
obtenido para el material base (PLA), que registré un angulo de contacto constante de
91.6° + 3.4° durante un periodo de 10 minutos. En contraste, los andamios multicapa
mostraron un menor periodo de estabilidad, particularmente aquellos cargados con CS,

que presentan una estabilidad de su dngulo de contacto de tan solo 1.5 segundos.

Los andamios PCH10CX-0.5%CS y PCH10CX-1%CS mostraron los valores mas bajos de
angulo de contacto. Aunque la medicion resulto algo desafiante debido a las rapida
absorcion de la gota de agua sobre los andamios, los resultados obtenidos concuerdan
con los mostrados por Piai et. al. [310], estableciendo una clara correlacién entre la
concentracion de CS en los andamios y su influencia al modificar la quimica superficial

de los andamios multicapa y, por ende, una reduccion del parametro estudiado.

Si bien, la incorporacion de CS como agente de modificacién superficial tal como la CMC,
es importante destacar que el aumento en la concentracién de CS, aunque mejora las

propiedades hidrofilicas, debe ser controlado, ya que en grandes cantidades puede
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generar efectos negativos, incluso volviendo al material hidrofébico debido a la
densidad de carga negativa en su estructura [311]. Ademas, una mayor concentracion
de CS aumenta la retencion de agua, lo que modifica significativamente la velocidad de
degradacion y, por ende, la estabilidad mecanica de los andamios cuando estan
expuesto a entorno acuoso. Estos resultados confirman la actividad hidrofilica del CS, y
establecen el tiempo necesario para que los andamios alcancen ese estado estacionario

para poder efectuar las caracterizaciones mecanicas posteriores.

5.2.4 Efecto de la incorporacion del CS sobre las propiedades mecdnicas de los

andamios multicapa.

Para evaluar los efectos de la incorporacion del condroitin sulfato (CS) en el
comportamiento mecanico de los andamios multicapa, se llevé a cabo un analisis de

compresion mecanica sobre las muestras (Figura 5.6).

=t PCH10CX
S - =t NPCH10CX-0.5%CS
y =t PCH10CX-1%CS

Esfuerzé por compresion (kPa)
w
1

N 1 i I ' I ' I ! I N I ! I
-0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
Deformacion por compresion (%)
Figura 5.6. Comportamiento a la compresién de los andamios con 0%, 0.5% y 1% (p/p)

de CS.
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El comportamiento mecanico de estos andamios bajo compresion resulta un parametro
critico, ya que su aplicacién principal esta destinada a la regeneracion y reparacién de
tejidos, donde los materiales se someten principalmente a tensiones de compresion. Las
curvas de esfuerzo-deformacién de los andamios compuestos se muestran en la Figura
5.6, donde se muestra el comportamiento mecdnico de los andamios al variar la

cantidad CS.

El analisis de compresion de todos los andamios mostré pocas similitudes con las
tipicas curvas lineales de tensién-deformacion con forma de “J” que se asemejan a las
de los tejidos 6seos o cartilaginosos [312]. En su lugar, los resultados exhiben
similitudes con las curvas no lineales que se observan en los tejidos suaves, como el
tejido adiposo [313,314]. El valor del maximo esfuerzo por compresion fue de 5.7, 3.1
y 0.5 kPa para los andamios con 0, 0.5y 1% (p/p) de CS, respectivamente (Tabla 5.3).
Estos valores de esfuerzo por compresion de los andamios multicapa se encuentran en
la misma magnitud (kPa) que los reportados para la compresion en el tejido adiposo

abdominal humano [315].

Tabla 5.3. Pardmetros mecdnicos de cada andamio multicapa ante el esfuerzo de

compresion axial.

Mddulo de Rigidez Esfuerzo Deformacion
Muestra
Young (kPa) (kPa) maximo (kPa) | residual (%)
PCH10CX 12.7+1.1 15.6 £2.7 57+0.3 4.1 +0.05
PCH10CX-
39+1.1 6.8+1.1 3.1 +£0.005 9.7+0.4
0.5%CS
PCH10CX-
1.2+0.1 1.8+0.05 0.5+0.1 18.4+0.3
1%CS

La incorporacion de CS en la estructura de los andamios muestra una clara alteracién

en las curvas de esfuerzo-deformacion (Figura 4.8), lo que se traduce en una
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disminucién de su capacidad para soportar deformaciones. Esto es evidente en la
deformacion residual presente en los andamios, que aumenta de 4.1% a 18.4% al

agregar una concentracion de tan solo el 1% (p/p) de CS a los andamios multicapa.

Ademas, el médulo de compresion disminuy6 de 12.77 kPa a 3.9 y 1.2 kPa cuando la
concentracion de CS incorporada a las estructuras fue del 0.5% y 1% (p/p),
respectivamente. Se pudo observar una disminucién de aproximadamente 10 veces en
el médulo de compresion del andamio PCH10CX-1%CS en comparacién con el andamio

PCH10CX (Tabla 4.3).

Larigidez de los andamios, al igual que el médulo elastico, también desempeiia un papel
crucial al determinar la influencia de las propiedades mecanicas en su desempeno
biologico. Cualquier variaciéon en este pardmetro pueden afectar la adhesion,
morfologia y diferenciacién de las células que estan en contacto con el andamio [316].
Siendo un parametro mas general, larigidez en los andamios se puede interpretar como
el desempefio mecanico conjunto de todos los materiales que componen el andamio. Al
observar la Tabla 5.3, se aprecia una diferencia entre el médulo de Young y el valor de
rigidez lo que siguiere que, efectivamente, el conjunto de los andamios multicapa junto
con el recubrimiento de hidrogel, influye positivamente en el desempefio mecanico del
andamio multicapa en comparacién con cada componente por separado. Sin embargo,
al igual que con las otras propiedades mecdanicas, este parametro se ve mermado por la
incorporacién de CS, disminuyendo el valor de rigidez de 15.6 kPa a 1.8 kPa para los

andamio sin CS y el andamio con 1% CS (p/p), respectivamente.

Cuando observamos el comportamiento de los andamios bajo la compresion axial y lo
comparamos con su desempefio hidrofilico (ver Figura 5.5), no es sorprendente
encontrar valores bajos del mddulo elastico, debido a su alta capacidad de retencion de
agua. Ademas, se evidencia claramente la influencia negativa que tiene una
concentracion de CS por encima del 0.5% (p/p) en las propiedades mecanicas de los

andamios.

A pesar de que el CS es esencial para regular la diferenciacion condrogénica y

osteogénica en aplicaciones de ingenieria de tejidos [317], se observé que al aumentar

pag. 120



la cantidad de CS en la estructura de los andamios multicapa sus caracteristicas
mecanicas comienzan a deteriorarse, llegando al punto de reducir significativamente la
resistencia ante deformaciones permanentes en la estructura del andamio, como es el
caso para PCH10CX-1%CS. A partir de estos datos, al igual que la cantidad de
entrecruzante, la cantidad de CS afiadido a los andamios mejora sus propiedades
hidrofébicas, al modificar la quimica de la superficie de los andamios. Sin embargo, esta
mejoria ocurre a expensas de las propiedades mecanicas, ya que la reduccion tanto de
las interacciones del CMC con el AEQ durante la reticulacién como de las interacciones
entre sus materiales base (PLA/CMC) reducen la cohesién del andamio y, por ende, su
estabilidad mecanica. Por lo tanto, es necesario definir un limite superior en la cantidad
de CS que se le agrega a los andamios, asi como una modificacién sobre la metodologia

utilizada para agregar el GAG sulfatado.

5.2.5 Respuesta citotoxica previo a la eliminaciéon de excedente de AEQ

La supervivencia y crecimiento de los fibroblastos murinos de la linea celular L929, que
se sembraron previamente en los andamios multicapa, se evaluaron mediante la
realizacion del ensayo AlamarBlue™, basado en fluorescencia de sales metabolizadas.
Este andlisis se llevé a cabo durante 1, 3 y 7 dias de contacto directo con los andamios.
Ademas, para validar el protocolo experimental y los resultados obtenidos se
incluyeron dos controles positivos que consistian en el material precursor PLA,
procesado tanto por EH como por impresion 3D, expuestos a la misma linea celular en

conjunto con el medio de cultivo DMEM.

La Figura 5.7 presenta los resultados de la actividad celular metabdlica después de 7
dias de exposicién a los andamios multicapa con diferentes niveles de CS. En primer
lugar, es importante destacar que los materiales de referencia, PLA 3D y PLA EH,
mostraron un bajo o nulo grado de toxicidad hacia las células, con valores aproximados
entre el 95% y 102%, y entre el 94% y el 100%, respectivamente. De acuerdo con la
normativa internacional ISO 10993-5:2009, para que un material pueda ser
considerado como seguro para su uso en aplicaciones relacionadas al ambito de la
salud, debe tener al menos un 75% de viabilidad celular para considerar que posee un

respuesta citotéxica minima bajo condiciones fisiolégicas simuladas in vitro [295].
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Figura 5.7. Viabilidad celular de lo Fibroblastos L929 después de 7 dias de incubacién

sobre los andamios multicapa. *(p>0.01).

Es relevante sefialar que no se observa una diferencia significativa entre estos
andamios durante los 7 dias de exposicidon in-vitro. En el caso de los andamios
multicapa, no parece que se presente una situacion similar a la de los andamios control,
ya que ambos controles muestran una diferencia significativa muy marcada. Al
observar la Figura 5.7 es evidente notar que, en tan solo un dia de interaccién con las
células; las estructuras entrecruzadas, ademas de la presencia de CS en concentraciones
de 0.5y 1% (p/p), parecen afectar negativamente la viabilidad celular en comparacion
con los controles positivos, alcanzando como maximo un 52% de viabilidad celular para
el andamio PCH10CX. Esta disminucion en la viabilidad persiste hasta llegar a tan solo

un 1% después de 7 dias de interaccion directa para el andamio PCH10CX-1%CS.

La actividad citotoxica en los andamios puede observarse in situ en las Figuras 5.8 y 5.9,
que presentan una comparativa de la morfologia de los fibroblastos L929 desde el
primer dia de exposicién a los andamios y al medio de cultivo, hasta alcanzar el séptimo
dia de exposicion. Al analizar en la Figura 5.8, se aprecia que la morfologia de los
fibroblastos no difiere en ninguno de los controles ni en el medio de cultivo después de
7 dias de exposicion. En su mayoria, estas células exhiben una morfologia tipo

“adoquin”, un patron caracteristico que a menudo se observa cuando las células se
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encuentran en una monocapa, generalmente debido a la disposicién organizada y

espaciada que toman en la placa de cultivo [318].

Figura 5.8. Morfologia de las células expuesta al A)Medio de cultivo a 1 dia y B) 7 dias;
Andamio PLA 3D a C)1 diay a D) 7 dias; Andamio PLA EH a E) 1 diasy a F) 7 dias.

Por otro lado, las células expuestas durante 7 dias a los andamios multicapa (Figura

5.9) presentan un morfologia diferente a los fibroblastos de la Figura 5.8. Estas células
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presentan un apariencia mas redondeada y encogida, tipica de las células muertas

[319].

Figura 5.9. Morfologia de las células expuesta a A)PCH10CX a 1 dia y B) 7 dias;
PCH10CX -0.5%CS a c)1 dia y D) 7 dias; PCH10CX -1%CS a E) 1 dias y F) 7 dias.

Por su parte, los andamios PCH10CX y PCH10CX-0.5%CS (Figura 5.9A-D) presentan una

combinacion de ambos tipos de morfologia, donde prevalece la morfologia tipo
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“adoquin”. Sin embargo, el caso mas evidente de este comportamiento citotéxico lo
muestra el andamio PCH10CX-1%CS, al predominar la morfologia redonda y encogida

(Figura 5.9E-F).

Esta citotoxicidad puede atribuirse a tres factores clave: en primer lugar, a pesar de que
una concentracion del 10% (p/p) de AC mostré resultados prometedores durante la
elaboracién del andamio por FDLP, al final resulté ser ineficaz bajo estas nuevas
condiciones. La principal razén de esta ineficiencia radica en que, bajo esta
metodologia, la interferencia del CS durante el proceso de entrecruzamiento de la CMC,
da como resultado un hidrogel mecanicamente insuficiente para actuar como soporte y
medio de unién entre las capas al exponerlo a un ambiente con ciertas condiciones
fisiol6gicas. Como se puede observar en la Figura 5.104, al exponer los andamios
poliméricos multicapa al medio de cultivo, estos se vieron afectados por la degradacion

hidrolitica en tan solo 7 dias, provocando que cada una de las capas se separara,

limitando considerablemente las condiciones para el crecimiento celular.

Figura 5.10. Posibles causas del efecto citotoxico. A)baja estabilidad estructural del
andamio y b) pH dcido de los andamios observado a los 15 min de que la muestra entra

en contacto con el agua (b2*), comparado con el pH del agua (b1*%).
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En primera instancia, esta modificacién en la velocidad de degradacion se podria
atribuir a la concentracién de sales minerales y algunos otros suplementos
generalmente encontrados en el DMEM. Sin embargo, hasta el momento no existe
informacién concreta sobre si el medio de cultivo y sus componentes tienen un impacto
negativo en el rendimiento de los andamios, mucho menos en la magnitud observada

en este estudio.

En algunos casos, el AC ha sido identificado como un agente de degradaciéon en
materiales poliméricos [186,227]. Segiin con Sharmin et. al [186], esto se debe
principalmente a su capacidad para acidificar el medio, ya que tiene la facultad
intrinseca de donar electrones cuando se encuentra presente en medios acuosos
[320,321]. Dado que los materiales procesados contienen una mayor cantidad de
carboximetilcelulosa (CMC) entrecruzada en comparacion con los andamios
procesados por FDLP, la cantidad de AC remanente también aumenta, contribuyendo a
la reduccién del pH del agua desionizada de 6.5 a 4.5 después de 15 minutos de
inmersion de los andamios (Figura 5.10b1-b2). Aunque el AC no se considera citotoxico,
su presencia en las condiciones descritas anteriormente demostré acelerar la
degradacién de los materiales que lo contienen en exceso, como se muestra en la Figura
5.10A. Por lo tanto, la metodologia previamente utilizada en el capitulo 3 para eliminar

el excedente que no reacciond resultd insuficiente.

Por otro lado, aunque el CS no resulta citotoxico hasta concentraciones por debajo del
6% (p/p), segun los analisis mas recientes de la FDA [322], su uso en concentraciones
superiores puede tener efectos adversos en la actividad metabdélica de las células sobre
los andamios debido a varios mecanismos, lo cuales incluyen la alteracién de la
viscosidad del medio debido a la elevada produccion de Glucosaminoglicanos (GAG)
[323], la interferencia con la adhesidn celular y con las interacciones proteina-célula en
el medio de cultivo [324,325]. Especificamente, todos estos mecanismo se centran en la

modificacion quimica que genera el CS sobre la superficie de los andamios [326].

Al considerar los resultados de las propiedades mecanicas y las propiedades
hidrofilicas, ademas de la alta concentracion de AC remanente, no resulta sorprendente

encontrar esta modificacion en la velocidad de solvatacion del hidrogel de CMC. Sin
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embargo, este fendmeno se hace ain mas evidente y rapido en el caso de los andamios
cargados con condroitin sulfato (CS). La introducciéon de CS en esta red 3D puede
interferir con la disposicidn de la red polimérica entrecruzada debido a la ocupacion
espacial y a que algunos de los grupos funcionales -OH del AC forman un complejo con
los carboxilatos ionizados (-COO-) del CS [327]. La formacidén de estos complejos puede
dar lugar a una interacciéon iénica entre AC y CMC durante la reacciéon de
entrecruzamiento. Por lo tanto, dado que algunos de los grupos hidroxilo del AC
estarian enlazados con los carboxilatos del CS, es posible que la CMC solo pueda formar
un entrecruzamiento parcial con el AC. De esta manera se explica por qué la adicion de
CS disminuyé las propiedades mecanicas, asi como su comportamiento por FTIR, de
manera dependiente de la concentracién, corroborando los resultados del estudio

realizado por Alinejad et. al. [328].

A pesar de que el CS promueve la dispersion y migracion de las células debido al rol que
presenta en la activaciéon de factores de crecimiento relacionados con la adhesion
focalizada [172] debido a la combinacién de ciertos elementos, en los cuales se incluye
el exceso de agente entrecruzante, asi como un concentracion por encima del 0.5%
(p/p) de AC, al contrario de lo reportado por Alinejad et. al. [328], resultan en la
generacion de un ambiente toxico para las células. Es por eso por lo que, para futuras
evaluaciones, donde el CS se introduce directamente en la estructura durante una
reaccion de reticulacion, se recomienda fijar como limite superior una concentracién

menor al 0.5% (p/p) de CS.

5.2.6 Respuesta citotéxica y actividad metabdlica posterior a la eliminacién de

excedente de AEQ sobre fibroblastos L929.

El principal desafio que existe al momento de utilizar agentes de entrecruzamiento
quimicos (AEQ), es la necesidad de eliminar adecuadamente el exceso que no ha
reaccionado ya que en la mayoria de los casos, éstos pueden tener efectos toxicos en las
células con las que interactdan [131,329]. Con el objetivo de abordar este problema, se
modificé el protocolo experimental para reducir la presencia de agente entrecruzante

remanente.
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A diferencia de los resultados anteriores en concreto, la citotoxicidad mostré una
reduccion de hasta 52%, para el caso del andamio PCH10CX, después de realizar un
protocolo de lavado mas exhaustivo (Figura 5.11). Este aumento en la viabilidad celular
es mas notorio al tercer dia de interaccién de los fibroblastos con cada una de las
muestras, sobre todo para los andamios con una concentraciéon de 0.5% (p/p) de CS, los
cuales mostraron una diferencia significativa con respecto a los otros dos tratamientos.
No obstante, su comportamiento inicial, donde se observa una viabilidad celular
cercana al 75%, se pudiera atribuir a este mismo efecto de interferencia descrito entre

el CSyel AC.

S
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Figura 5.11. Respuesta citotodxica de la linea celular de los fibroblastos L929 posterior a

la eliminacion del exceso de AC. *(p>0.01).

A pesar de eliminar la presencia del exceso de AEQ, la viabilidad volvié a estar
comprometida, alcanzando valores inferiores al 75% de viabilidad celular tras el tltimo
punto de muestreo. Este retroceso en el desempefio bioldgico podria deberse a los otros
inconvenientes mencionados anteriormente, entre los que se incluye la reduccion tanto
de la estabilidad mecanica de los andamios multicapa como del hidrogel de CMC, por

efecto de la incorporacién de estas concentraciones de CS. Si la estabilidad mecanica se

pag. 128



ve comprometida, el andamio puede volverse menos eficaz como soporte estructural,

lo que afecta negativamente la adhesién y migracion celular [330,331].

Con el propésito de ahondar en el efecto citotéxico de estas concentraciones de CS, se
analizaron los resultados de AlamarBlue™ de manera directa para obtener la actividad
metabolica en RFU de los andamios multicapa PCH10CX, PCH10CX-0.5%CX y PCH10CX-
1%CS. Como se aprecia en la Figura 5.12, después de un dia de interaccion de las células
con los andamios, aquel que no estad cargado con CS mostré una mayor actividad
metabolica en comparacion con los que si lo estan. Sin embargo, después del tercer dia,
se observé una modificacion en esta tendencia, ya que los andamios cargados con CS
muestran una mayor actividad, aunque en este punto no es posible determinar si hay
una diferencia significativa en cuanto a la concentracion de CS. Es hasta el séptimo dia
que se aprecia un clara diferencia entre los andamios PCH10CX-0.5%CS y PCH10CX-
1%CS, siendo especialmente marcada en el andamio PCH10CX-0.5%CS en comparacion

con los demas.
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Figura 5.12. Respuesta de citocompatibilidad de la linea celular de los fibroblastos L929

posterior a la eliminacién del exceso de AEQ. * (p>0.01).
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Este efecto tardio en la actividad metabolica puede ser causado por la metodologia
utilizada para introducir el CS a la estructura. A diferencia de lo que se encuentra
comunmente en la literatura, donde el CS se encuentra funcionalizado en la superficie
de los andamios [332] en este caso, el CS se introduce en la superficie y muy
seguramente se encuentra interactuando con el AEQ. Esto sugiere que, a medida que el
hidrogel comienza a disolverse en el medio por efecto conjunto de la solvatacion y la
degradacion hidrolitica, el CS se vuelve quimicamente mas disponible para interactuar
con las células y aumentar su actividad metabdlica [57,333], como se observa en la

Figura 5.12.

Para este andlisis, los resultados indican que las concentraciones superiores al 1%
(p/p) de CS, en conjunto con la modificacién de la quimica superficial por parte del CMC,
en forma de recubrimiento, asi como el exceso de AEQ remanente, finalmente
contribuyen a la disminucion de las propiedades mecanicas del andamios después de 7
dias de exposicion al medio acuoso. Si bien, la modificacién del protocolo para eliminar
el exceso de AC beneficié significativamente la viabilidad celular de los andamios en
comparacién con los que tenian exceso de AEQ, aiin se requiere la modificacion de mas
condiciones experimentales (modificar la concentracion de AEQ y CS) con el objetivo

de asegurar un mejor rendimiento biologico.

5.3 Notas finales del capitulo

El uso de un hidrogel de CMC, tanto para unir las diferentes capas de PLA como para
funcionar como soporte a moléculas bioactivas como el CS, se presenta como una
estrategia prometedora. Sin embargo, al introducir concentraciones de CS por encima
del 0.5% (p/p) directamente en la estructura, conduce a una reduccién de la cohesion
de todas las partes del andamio. Ademas, al emplear una concentracion de AC por
debajo del 10% (p/p), en conjunto con la metodologia para integrar esta concentracion
de CS, propicio una alta capacidad de retencion de agua que, junto con la presencia de
este AEQ sin reaccionar en el entorno, afecté negativamente las propiedades mecanicas,
comprometiendo la estabilidad de estos andamios y finalmente, disminuyendo la

viabilidad celular tras el séptimo dia de interaccidn.
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CAPITULO 6. Andamios poliméricos 3D multicapa,
con base en PLA-CMCy agregados bioactivos para
ingenieria de cartilago articular.

En la busqueda constante de soluciones innovadoras en la ingenieria de tejidos, la
utilizaciéon de andamios poliméricos multicapa ha emergido como una estrategia
prometedora para la regeneracion del cartilago articular. Estos andamios, con base en
una matriz de poli(acido lactico) (PLA) y carboximetilcelulosa (CMC), ofrecen una
plataforma tridimensional (3D) que imita las caracteristicas fundamentales del tejido

cartilaginoso, una estructura esencial en nuestro sistema musculoesquelético.

La ingenieria del cartilago articular es considerada como un desafio cientifico y médico
de gran envergadura, dado que este tejido tiene una capacidad limitada de
autorreparacion. Los andamios poliméricos multicapa representan una estrategia
versatil para abordar este problema, al proporcionar un soporte mecanico y estructural
que fomenta el crecimiento y la diferenciacion de células en el sitio de la lesion. Ademas,
la incorporacién de agregados, como el condroitin sulfato (CS), ofrece una oportunidad

Unica para influir en las propiedades biomecanicas y bioquimicas del tejido regenerado.

El capitulo 6 aborda la evaluacién integral de los andamios multicapa basados en PLA-
CMC. En esta ocasion, los andamios multicapa se sometieron a un tratamiento térmico
posterior al proceso de reticulaciéon con una concentracion de 20% (p/p) de AC en su
estructura. Siguiendo el enfoque del capitulo anterior, se investig6 la interaccién de
estos andamios, ahora denominados PCH20CXT, con diferentes concentraciones de CS

[0.25% y 0.5% (p/p)]-
6.1 Metodologia experimental

6.1.1 Construccién del andamio multicapa

Se utilizaron secciones de 20 x 20 mm de cada una de las tres capas para construir el
andamio bioinspirado. Inicialmente, se pes6 una muestra de CMC en una relacién 1:1

(p/p) con respecto a la cantidad total de PLA utilizado (Figura 6.1A). Posteriormente,
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se prepararon tres soluciones en vasos de precipitado, donde se combiné el CMC con
20% (p/p) de AC con relaciéon a la cantidad de CMC y agua desionizada en una
proporcién de 1mL por cada 100 mg de CMC. Después de 30 minutos de agitacion
constante a 1000 rpm, se agregaron 0%, 0.25% y 0.50% (p/p) de CS con relacién a la
masa combinada de PLA y CMC. Las soluciones finales, se agitaron bajo las misma

condiciones por 15 min en una parrilla de agitacién magnética (Figura 6.1B).

CMC 30 min PLA
@ 7 i ©) @ e CMC+CS @ 1h @
= PLA /’ \ g . N =
X2 €M, - -
> S Y M S D) I 4
A\, iy 20%AC 5 i’ ~100°C
CMC cazfiiin 0, 0.25%, T - P
— _7_;-:1‘.‘ M~ 0.5% ‘ Qf&{‘({ I ? »
—— I =l Sa
| 3 >
Determiacion de la Solucién de CMC+CS Proceso del ensamblaje Proceso de curado del
masa CMC andamio

=

@ 15 min @
- e

Proceso de union por temperatura

Figura 6.1. Esquema de la metodologia propuesta para construir andamios poliméricos
multicapa. (a)determinacion de la cantidad de CMC; (b)formulacion de la solucion de
anclaje; (c)montaje del andamio, (d) entrecruzamiento de los polimeros y (e)unién de

las capas por temperatura.

Al finalizar el tiempo de agitacidn, se obtuvo una pasta transparente que se dispuso
junto con secciones cilindricas de 6 mm de didmetro de cada uno de los andamios,
especificamente, una secciéon correspondiente a la impresion 3D, tres secciones
provenientes del EH y finalmente una seccion de FDLP. Estas se colocaron sobre un
molde cilindrico con didmetro de 7 mm x 2 mm de altura, disponiendo de todo el
volumen disponible (Figura 6.1C). Posteriormente, el molde se introdujo en una estufa
de laboratorio a 100°C por 1 hora, con el fin de completar la reacciéon de
entrecruzamiento (Figura 6.1D), y 15 minutos a 180°C en una termobalanza OHAUS

MB45 (Figura 6.1E) Esto permitié obtener tres tipos de andamios multicapa con
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diferente contenido de CS: 0%, 0.5% y 1%. Estos andamios se identificaron como

PCH20CXT, PCH20CXT-0.25%CS y PCH20CXT-0.5%CS respectivamente.

6.1.2 Eliminacion del agente de entrecruzante residual

La eliminacién adecuada del acido citrico residual del proceso de entrecruzamiento es
de suma importancia, ya que un exceso de este compuesto, a pesar de sus propiedades
previamente mencionadas como seguras para el cuerpo humano, podria alterar el pH
de la solucidn, creando un entorno acido [292] que no favoreceria la proliferacion
celular. Para llevar a cabo este proceso, los andamios previamente curados se colocaron

en una placa de 96 pocillos bajo una campana de flujo laminar.

Se realizaron una serie de lavados con agua estéril, utilizando un volumen de 250 pL
por cada lavado, con un periodo de reposo 30 minutos entre cada lavado hasta alcanzar
un pH de 6.5 (Figura 6.2A). Al alcanzar el pH de 6.5, se remplaz6 el agua por 250 pL
DMEM. Siguiendo una estrategia similar, se realizaron lavados adicionales utilizando el
mismo volumen de DMEM, pero con un tiempo de reposo de 1 hora entre cada lavado.
Esto se hizo con el propésito de alcanzar un pH en la solucién de 8.5. Finalmente, los

residuos de DMEM fueron refrigerados para su posible uso futuro (Figura 6.2B).

A) 250pL - B) 250pL
PR P VB

O ™ CLA
. .
ST Desechos . Residuo DMEM

Agua estéril DMEM

Figura 6.2. Metodologia para la remocion de AC remanente: A) ajuste de pH con agua
estéril hasta alcanzar pH de 6.5 y B) ajuste de pH con medio de cultivo hasta alcanzar un

pH de 8.5.
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6.1.3 Caracterizacion macroscopica cualitativa

Se utilizé un lente macro de 2Mpx con una apertura de f/2.4 de un smartphone
Redmi Note 8® e iluminacidn artificial con tonalidad blanca para la adquisicion de las

fotografias.

6.1.4 Caracterizacion espectroscopica

La identificacién de especies quimicas de los andamios multicapa se realizé6 mediante
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) utilizando un
espectrofotometro ThermoScientific Nicolet iS10 en el modo de reflectancia total
atenuada (ATR). Los espectros de cada muestra se registraron a temperatura ambiente
en el intervalo de nimero de onda de 600-4000 cm-1, con 32 escaneos y una resolucion

de 4 cmL.

6.1.5 Caracterizaciéon morfoldgica

Para las muestras correspondientes a los andamios multicapa PCH20CXT, PCH20CXT-
0.25%CS y PCH20CXT-0.5%CS, se llevé a cabo un proceso de fractura criogénica.
Enseguida, estas muestras se montaron en un porta muestras de aluminio tipo Stub,
con un corte angular de 45°, utilizando cinta doble cara de carbén. Todas las muestras
se recubrieron con oro durante 30s, a 4 mA en condiciones de vacio mediante un

Cressington 108 auto.

La morfologia y la identificacién de las distintas partes que componen los andamios
multicapa se evaluaron mediante un Microscopio Electrénico de Barrido Ambiental
(ESEM) FEI QUANTA 250. Este equipo estaba equipado con un detector EDAX y se operd
en condiciones de bajo vacio, utilizando un voltaje de 5-10 kV y una presién de 110-130

Pa.
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6.1.6 Caracterizacion de la humectabilidad por dngulo de contacto y capacidad de

retencion de agua.

6.1.6.1 Angulo de contacto

La humectabilidad de los andamios multicapa basados en PLA-CMC-CS, fueron
evaluados a temperatura ambiente mediante un goniémetro Biolin Scientific TL100
utilizando la técnica de gota sésil y se analiz6 con el software de imagen One Attetion.
Para realizar el andlisis de mojabilidad se coloc6 una gota de agua desionizada (=2.5uL)
sobre la superficie de los materiales con una jeringa micrométrica, posteriormente se
capturaron las imagenes a un segundo para evaluar el angulo de contacto entre la gota

de agua con la superficie del andamio mediante la ecuacién de Young-Laplace.

6.1.6.2 Capacidad de hinchamiento

La prueba de retencion de agua se realizé sumergiendo los andamios multicapa en
fluido corporal simulado (SBF, por sus siglas en inglés) dentro de un horno de
laboratorio Thermo Scientific Precision PR305225M a 37°C. Las muestras se pesaron,
retirando el exceso de liquido mediante centrifugaciéon de acuerdo con la norma NMX-
C-428-ONNCCE-1995 (3000 rpm por 10 min), a diferentes tiempos (1, 2, 3, 4, 24, 48, 72,
168, 336 y 504 horas) para determinar el grado de hinchamiento en funcién del tiempo.

La relacion de hinchamiento (AW%) se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

W, — W,
AW% = ——7—

o

x100

Donde Wxel peso de la muestra hinchada y Wo el peso de la muestra seca antes de entrar

en contacto con SBF.

6.1.7 Caracterizacion mecdnica por compresion

Las propiedades mecanicas de compresiéon de los andamios compuestos (n=3) se
evaluaron utilizando una maquina de ensayo universal Instron 3369 a temperatura
ambiente. El ensayo de compresion se realizo bajo los parametros establecidos por la
norma ASTM D695-15, tomando como referencia el trabajo de R. Donate et. al. [293],

con una celda de carga de 50 N.
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6.1.8 Caracterizacion térmica

Se evaluaron las propiedades térmicas de los andamios multicapa con variacién en la
concentraciéon de CS utilizando un calorimetro diferencial de barrido modelo Q2000 de
TA Instruments. Para ello, se precisaron 5 + 1 mg de cada muestra y se dispusieron en
un porta-muestras de aluminio sin tapa. El andlisis se llevé a cabo en un ciclo tinico bajo
una atmosfera de nitrégeno. La muestra se enfrié hasta alcanzar los 5°C, se mantuvo en
equilibrio durante 1 minuto y posteriormente se elevo la temperatura a 250°C con una

velocidad de calentamiento de 20°C/min.
6.1.9 Caracterizacion biolégica

6.1.9.1 Cultivo celular

Se obtuvieron de Cientifica SENNA®, células madre mesenquimales (CMM) extraidas
de cordén umbilical humano, de la linea celular 500-010. Posteriormente, para su
replicacion, las células obtenidas fueron cultivadas en DMEM con suplementacion al
10% en suero bovino fetal y antibiético al 1% (10.000 unidades de Penicilina, 10mg de
estreptomicina y 25ug/mL de anfotericina B de Sigma Aldrich) a una temperatura de

37°C con 95% de humedad y una atmésfera al 5% de COs.

6.1.9.2 Proliferacidn cuantitativa por medio del ensayo AlamarBlue®

La pruebas de citotoxicidad relativa in-vitro por medicién indirecta en todos los
andamios, se realizaron de acuerdo con la practica internacional ISO 10993-12:2021
[188] y las indicaciones del fabricante Invitrogen/Thermo Fisher Scientific para el
ensayo AlamarBlue® [188,334]. Para estas pruebas, se emplearon células madre
mesenquimales (CMM) de la linea celular 500-010. Se obtuvieron eluciones del medio
de cultivo (es decir, el medio en contacto con las muestras a evaluar) colocando las
muestras (n=3 por cada punto temporal) en placas de cultivo de 96 pocillos y afiadiendo
150 pL de medio de cultivo a cada muestra. Las muestras se incubaron a una

temperatura de 37°C con una concentraciéon de 5% de CO2 durante 1, 3y 7 dias.

Para la evaluacion de la citotoxicidad relativa de los andamios, las células CMP-500-010

se sembraron en una placa de 96 pocillos con una densidad de 1x10# células por pocillo
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y se cultivaron durante 24 horas. Después de ese lapso, el medio de cultivo de cada
pocillo fue reemplazado por los eluatos obtenidos de la interaccién de los andamios con
el medio de cultivo por dia de muestreo. Después de 24 horas, se agregaron 50 uL de
la solucion Alamar Blue™ y se incubd durante 4 horas a una temperatura de 37°C bajo
una atmosfera de COz al 5%. Posteriormente, se transfirieron 200 pL de cada pocillo a
una nueva placa de 96 pocillos. La fluorescencia resultante se medié en un
espectrofotometro BioTek SynergyTM H1. Finalmente se calculé el porcentaje de

viabilidad celular mediante la siguiente ecuacidn:

viabilidad celular [%] — feluato - fAlamarBlue

fcontrol - fAlamarBlue

Donde feato €s el valor de fluorescencia de la células en contacto con el eluato, feontror €S
el valor de la fluorescencia del medio de cultivo usado como control y faiamarsiue es el

valor de fluorescencia de la solucién de AlamarBlue®.

Las pruebas de citocompatibilidad in-vitro por medicién directa se realizaron
utilizando células CMP-500-010 durante un maximo de 7 dias, sembrando 1 x 104
células en cada muestra, como se describié para las pruebas de citotoxicidad. En cada
punto temporal (1, 3 y 7 dias), se realiz6 el ensayo de AlamarBlue™ como se describi6
anteriormente. La actividad metabolica de las células sembradas en las andamios se
evaluo utilizando la Unidad de Fluorescencia Relativa (RFU), obtenida mediante la

siguiente ecuacién:

RFU = RFUMuestra con células ~— RFUMuestra sin células

6.1.9.3 Deteccidn de apoptosis mediante tincién con DAPI

La tincion de las lineas celulares 500-010 y su posterior examen a través de microscopia
de fluorescencia representan métodos adecuados para evaluar los cambios
morfologicos y la expresion de citotoxicidad en la membrana celular y la cromatina. Se
empleo el método de tincion con DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), segin lo descrito

por Benitez-Arvizu et. al. [335], para observar los indicadores visuales de apoptosis en
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las células tratadas. Los cambios morfolégicos relacionados con la apoptosis se
detectaron utilizando el Bio-Rad ZOE Fluorescent Cell Imager, tras la tincién de las

células con 1 ug/mL de DAPI PureBlu™ (Biorad, #1351303EDU).
6.1.9.4 Extraccion y cuantificacion de ARN total

Las muestras de los andamios se recolectaron en el ultimo punto temporal (dia 7) de
exposicién a las células para extraccién y cuantificacion de ARN de acuerdo con los
lineamiento establecidos por el fabricante [336]. Por cada 100 mg de muestra, se afiadi6
1 mL de TRIzol (Roche, 11-667-157-001) y se mantuvieron a 4°C durante 2 dias.
Pasados los dos dias, las muestras se llevaron a temperatura ambiente y se
homogenizaron utilizando el equipo VX-200 Vortex Mixter hasta lograr una disolucion
completa. Posteriormente, se agregaron 0.2 mL de cloroformo (Sigma, C2432) por cada
1 mL de TRIzol; enseguida, las muestras se agitaron enérgicamente durante 15
segundos y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente bajo una campana de

flujo laminar.

Después de esta incubacién, se centrifugaron las muestras a 12,000 g durante 15
minutos a 5°C utilizando una microcentrifuga Thermo Scientific Solvall Legend Micro
21R. Terminada la centrifugacion, se recolecto la fase acuosa superior incolora en tubos
estériles de 1.5 mL y se afiadié 0.5 mL de isopropanol (Sigma, 19516) por cada 1 mL de
TRIzol agregado. Se cerraron los tubos y se invirtid varias veces para homogenizar la
solucion. Las muestras se incubaron nuevamente durante 10 min a temperatura
ambiente para precipitar el ARN. Al término de la incubacidn, se realizé un segundo
proceso de centrifugacion utilizando las mismas condiciones, pero reduciendo el

tiempo a 10 min; al finalizar se descarté el sobrenadante.

A continuacion, se afiadié 1 mL de una solucién al 75% de etanol absoluto (Merk, 54-
17-5) por cada 1 mL de TRIzol afiadido. Los tubos se agitaron vigorosamente en el
vortex para eliminar el isopropanol residual y luego se centrifugaron por tercera
ocasion a 7,000 g durante 5 minutos a 5°C. Después de la centrifugacion, se eliminé el

sobrenadante y el pellet de dejé secar al aire en la campana de flujo laminar. Finalmente,
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el pellet se resuspendié en 30 pL de agua destilada libre de Nucleasas (Promega,
P119E). La concentracién y pureza del ARN extraido de las muestras se evalué con 1 uL
en el espectrofotémetro NanoDrop One (Thermo Scientificc NanoDrop, USA). La
concentracion final de ARN total de todas las muestras se ajust6 a 50 ng/ul para los

analisis posteriores.
6.1.9.5 Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR).

Este procedimiento involucr6é dos ensayos fluorogénicos de un paso utilizando los
sistemas SuperScript™ III Platinum™ y SuperScript ® III Platinum® SYBR® Green
(Invitrogen, 11732-020 y 11736-051, respectivamente). Se prepararon dos reacciones
estandar, cada una con un volumen final de 50 uL. En ambas reacciones, se utilizaron
0.7 uL de la soluciéon que contenia el ARN total, junto con 1 pL de la mezcla de enzimas
transcriptasa reversa SuperScript™ III y ADN polimerasa Platinum™ Tagq, utilizadas
para realizar la transcripcién inversa del RNA a ADNc y amplificarlo durante la etapa
de desnaturalizacion en la PCR. Adicionalmente, se afiadieron 1.25 uL de la mezcla
maestra de un solo paso para virus TagMan™ Fast (Invitrogen, 4444434) junto con el
kit SuperScript™ III Platinum™. A continuacién, el ADN complementario (ADNc)
obtenido en ambos ensayos se utiliz6 como molde para la amplificacidon de los genes
diana indicados en la Tabla 6.1, que incluye los genes Shh, Bmp4, Runx2, Sox9, Agrecano
(Acan) y colageno tipo Il alfa 1 (Col2al). Las secuencias de los cebadores (ver Tabla 6.1)
se obtuvieron de las investigaciones previas realizada por Zhou et. al,, Hu et. al. y Zhong
et. al. [337-339]. Las muestras se analizaron por triplicado bajo las condiciones de
temperatura estdndar para qRT-PCR en un termociclador de microplacas Thermo
Scientific QuantStudio™ 1. Todos los reactivos utilizados y volumen restantes para
cadareaccion de amplificacidn se ajustaron siguiendo las instrucciones proporcionadas

por el fabricante [340,341].

Tabla 6.1. Cebadores utilizados para el andlisis qRT-PCR.

Gen Directo Inverso

SuperScript™ III Platinum™
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GCT GACAGA CTG ATG ACT CA TCG TAG TGC AGC GAT TCC TC

Bmp4 CCCAGT TACATG CTG GAT C CTTCGTAAATGTTTATCCG

Runx2 GTG ATA AAT TCA GAA GGG AGG CTT TTG CTAATG CTT CGT GT

SuperScript ® III Platinum® SYBR® Green

Sox9 GGC GGA GGA AGT CGG TGA AGA A | GGC GGA GGA AGT CGGTGAAGA A

Col2A1 GTC TGT GAC ACT GGG ACT GT TCT CCG AAG GGG ATC TCA GG

Acan CTG CAG ACCAGG AGG TAT GTGA | GTT GGG GCG CCAGTT CTCAAAT

6.1.9.6 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism 8.0.2
(GraphPad, La Jolla, CA). Se realiz6 un analisis ANOVA de dos vias, mediante la prueba
de Tukey. Cuando se obtuvo una p<0.05, las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas.
6.2 Resultadosy discusion

6.2.1 Efecto del tratamiento térmico y la introduccion del CS sobre las propiedades

fisicoquimicas y térmicas de los andamios multicapa.

6.2.1.1 Caracterizacién macroscépica

La Figura 6.3 ilustra las caracteristicas fisicas macroscépicas de los andamios
sumergidos durante 1 hora en agua desionizada, con concentraciones del 10% (Figura
6.3A) y 20% (Figura 6.3B) de AC. Bajo los criterios y consideraciones establecidos en el

capitulo anterior, se lograron obtener los andamios multicapa de la Figura 6.3B.

Manteniendo la misma cantidad de CMC, pero aumentando la concentracién de AC, el
hidrogel en cuestion reduce su volumen, en comparacidn con las muestras que poseen
una concentracion menor de AC [10% (p/p)], al interactuar durante 1 hora con agua
desionizada, como se observa en la Figura 6.3B. Respecto a la concentracién de CS, al
igual que en los resultados macroscopicos del capitulo 4, no parece tener un efecto
visualmente significativo en el hidrogel, posiblemente debido a la baja concentracién

utilizada.
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Figura 6.3. Diferenciacion macroscdpica de los andamios en funcién de la

concentracion de AC: A) 10% y B) 20%AC. Asi como la variacién en concentracion de CS

en cada una: al) y b1)0%; a2) 0.5%y b2)0.25%CS; a3)1% b3)0.5%CS.

Estas observaciones macroscépicas sobre el comportamiento de los andamios
multicapa al variar la concentracion de AC y CS seran fundamentales para las
evaluaciones posteriores de sus propiedades fisicoquimicas, mecanicas, térmicas y

bioldgicas, que se presentaran a continuacidn.

6.2.1.2 Caracterizacion de la quimica superficial mediante la espectroscopia FTIR-ATR.

6.2.1.2.1 Descripcidon espectroscépica del efecto que genera el cambio de concentracién de

ACy la exposicion a un tratamiento térmico en los andamios multicapa.

De acuerdo con la literatura, la morfologia de un material polimérico puede verse
alterada por factores externos al proceso de fabricacién, generando un impacto
significativo en sus propiedades y aplicaciones. Exponer un material polimérico a
cambios controlados de temperatura proporciona la energia térmica necesaria para la
cristalizacion o la recristalizacion de las cadenas poliméricas [252]. Ademas, la

incorporacion de AEQ altera su disposicidn tridimensional, lo que puede influir en su
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estructura interna y propiedades [194]. El analisis FTIR-ATR, ilustrado en la Figura 6.4,
desempefia un papel fundamental en la evaluacién de céomo la temperatura y la
concentracion de agentes entrecruzantes pueden afectar la estructura y las
propiedades de los andamios multicapa. Al analizar las bandas de absorcién infrarroja
(ver Tabla 6.2) en funcién de las condiciones de procesamiento, es posible obtener

informacién detallada sobre la reorganizacion de las cadenas poliméricas.

—— PCH10CX —— PCH20CX —— PCH20CXT
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Figura 6.4. Espectros FTIR-ATR obtenido de los andamios multicapa al modificar la

concentracion de AEQ y exponerlos a un tratamiento térmico posterior.

Es importante destacar que al duplicar la concentraciéon de AC utilizada para reticular
la estructura del hidrogel, se producen modificaciones en el especto FTIR del andamio
PCH20CX. Esto se manifiesta en el desplazamiento de algunas de sus bandas hacia

numeros de onda mayores, como las bandas caracteristicas de los hidroxilos a
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3379 cm! [248] y la banda de estiramiento asimétrico a 2883 cm-! de los enlaces -CH
en los metilos [243]. Esto cambio implica que la exposiciéon a una mayor concentracion
de agente de entrecruzamiento conduce a una reorganizacién de las cadenas
poliméricas. Un indicio claro de esta reorganizacion es la desaparicién de la banda a
1026 cm1, que corresponde a la vibracién de los enlaces -C-O presenten en la cadena
central del CMC [342]. Esto se debe ala mayor cantidad de enlaces covalentes formados

entre los grupos carboxilato (-COO-) del CMC y los hidroxilos (-OH) del AC.

Tabla 6.2. Asignacion de las bandas identificadas en los andamios multicapa con una

mayor concentracion de AEC y un tratamiento térmico.

Numero de onda (cm1) | Grupos funcionales Modo vibracional
1026 -C-0 Flexion
1586 -COO0-
Tension
1723 -C=0
Tension simétrica y
2800-3000 -C-H, -CH3
antisimétrica
3000-3500 -OH Tension

En cuanto a la banda caracteristica del PLA a 1747 cm-1, su desplazamiento hasta 1723
cm! para ambos casos, PCH10CX y PCH20CX, se atribuye a la interaccion mediante
enlaces secundarios entre el PLA de los andamios y la CMC del hidrogel [201]. Es
interesante notar que el uso de una concentracion al 20% (p/p) pareciera no modificar

estas interacciones.

Es importante sefialar que, aunque se observan cambios en la absorcion de todo el
espectro cuando se duplica la cantidad de AC (andamio PCH20CX), no se puede
confirmar con certeza que estos cambios sean exclusivamente ocasionados por la
concentracion de AC. No obstante, investigaciones anteriores sugieren que una mayor

presencia de agente de entrecruzamiento quimico (AEQ) reduce la absorcién en la

pag. 143



banda de los hidroxilos (3000-3500 cm1) y la banda a 1586 cm-1, correspondiente a los
carboxilatos (-COO-) del CMC, durante reacciones de esterificacion [343,344]. Para
contrastar estos resultados, seria necesario realizar mediciones de FTIR bajo el modo
de transmision o utilizar técnicas cuantitativas que permitan la adquisicion precisa de

especies quimicas.

Al examinar el espectro del andamio PCH20CX después del tratamiento térmico
(PCH20CXT), se observan ciertas modificaciones sobre éste. De nuevo, las bandas
mencionadas anteriormente (3379 y 2883 cm1) muestran un desplazamiento hacia
numeros de onda mayores. Sin embargo, en el caso del andamio PCH20CXT, la banda
caracteristica del PLA a 1723 cm! se desplaza hacia nimero de onda menores. Este
comportamiento de la banda de los C=0 se atribuye a un reordenamiento estructural

del polimero inducido por la energia térmica [345,346].

A pesar de que se forma una mayor cantidad de enlaces primarios en la estructura del
CMC, este tratamiento térmico, a primera vista, parece modificar dnicamente al PLA,
tanto en sus grupos metilo y carbonilo, como en su cadena principal. Esto se evidencia
mediante la apariciéon de bandas mas definidas en la regiéon de 1250-1500 cm, asi
como el ensanchamiento en la region de 1580-1700 cm-1. Ademas, la desaparicion de la
banda a 1189 cm que corresponde a la vibracion de tensién de los enlaces C-O-C
presente en los ésteres, se atribuye a la limitacion espacial impuesta por los enlaces
covalentes presentes en la estructura del hidrogel de CMC, especialmente a partir de

una concentraciéon del 10% (p/p) de AC.

Aunque en primera instancia, el aumento en la concentracion del AEQ parece no afectar
las interacciones entre el CMC y el PLA, si podria contribuir a reducir la movilidad de
del PLA, por efecto de una mayor formaciéon de enlaces durante la esterificacidn.
Ademas, dado que el tratamiento térmico s6lo afecta al PLA, tal como se describe en la
Figura 4.3, éste podria alterar su disposicién molecular y, por ende, facilitaria un mejor

contacto entre estos grupos ramificados.
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6.2.1.2.2 Descripcion espectroscépica del efecto que genera la variacién en la

concentracion de bajas cantidades de CS en los andamios multicapa.

Por otro lado, la introduccién de agentes externos, como biopolimeros, a las matrices
poliméricas es un enfoque clave en la modificacion de las propiedades y estructuras de
los andamios. Estos biopolimeros se incorporan con el objetivo de mejorar la
biocompatibilidad y las propiedades especificas de estos materiales. La adiciéon de
biopolimeros puede desencadenar cambios significativos en la estructura y morfologia
de los andamios poliméricos, lo que a su vez puede influir en su desempefio en diversas
aplicaciones. En este contexto, el analisis FTIR presentado en la Figura 6.4, juegan un
papel fundamental al proporcionar informacion detallada sobre las modificaciones que
ocurren en los andamios multicapa como resultado de la incorporacion de bajas

concentraciones de condroitin sulfato (CS).

e PCH20CXT == PCH20CXT-0.25%CS === PCH20CXT-0.5%CS === CMC = PLA HA
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Figura 6.5. Espectros FTIR-ATR obtenido de los andamios multicapa con tratamiento

térmico al modificar la concentracion de CS.
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Al analizar la sefiales presentes en la Figura 5.4, es evidente la escasa presencia de las
bandas caracteristicas del PLA (Tabla 6.3) . Especificamente, desaparecen las bandas a
1082, 1189 y 1455 cm-l, que corresponden al estiramiento de los grupos C-C, C-O y C-
H, respectivamente. Este efecto de apantallamiento sobre las bandas del PLA se debe a
que los andamios multicapa estan revestidos con hidrogel de CMC. Por tanto, no resulta
sorprendente que las principales bandas observadas en los andamios PCH20CXT,
PCH20CXT-0.25%CS y PCH20CXT-0.5%CS provengan en su mayoria del CMC,
destacando sobre todos la banda a 1589 cm-1, que, seglin Su et. al. [189], corresponde a

la vibracion de tension de los grupos carboxilato (-COO-).

Tabla 6.3. Asignacion de las bandas identificadas en los andamios multicapa PCH20CXT

al incorporar CS.

Numero de onda (cm'1) | Grupos funcionales Modo vibracional
897 -C-0-C Tension
Tension y Flexion en el
974-1185 -C-0-C, -NH
plano
1235 S=0 Tensidn simétrica
1270-1480 -CO, -OH Tension y Flexion
1589 -COO- Flexion
1747 -C=0 Tension
Tension simétrica y
2800-3000 -CH, -CHg, -CH3
antisimétrica
3000-3500 -NH, -OH Tension

A pesar de este apantallamiento, la sefial caracteristica de los grupos carbonilos (-C=0)
del PLA a 1747 cm! se encuentra presente en las sefiales de FTIR. No obstante, esta
sefal comienza a desplazarse hacia nimeros de onda menores a medida que aumenta

el porcentaje de CS en la estructura de los andamios poliméricos, indicando que la

pag. 146



introduccién de este biopolimero puede generar un cambio en el entorno quimico
alrededor de las moléculas del PLA, debido a la repulsién electrostatica entre el PLA y

los grupos sulfato, que son altamente electronegativos [347].

En general, los biopolimeros son moléculas que no se someten a altas temperaturas
durante su procesamiento, ya que la exposicion a temperaturas elevadas puede afectar
su estructura y eficacia, al degradar parcial o totalmente su estructura [348]. No
obstante, para el caso del CS, con una temperatura de degradacién de 246°C [349], el
tratamiento no deberia suponer un inconveniente, ya que, mediante de la sefial a 1235
cml en los andamios PCH20CXT-0.25%CS y PCHZ20CXT-0.5%CS, corresponde al
estiramiento simétrico del grupo sulféxido (S=0) presente en los grupos sulfatos
desprotonados (-0-SO3) del CS [299], se logrd identificar de manera exitosa la

presencia del CS en ambas estructuras.

Al elevar tan solo un 0.25% mas la concentracion de CS en la estructura, las bandas de
absorcién del andamio PCH20CXT-0.5%CS reflejan un cambio significativo en varios
aspectos. Entre estas modificaciones, se encuentra la absorcién tenue de la banda a 897
cml, la cual corresponde al estiramiento de los enlaces C-O-C presentes en los
anémeros B del enlace glucosidico B(1—4). Esta banda se torna mas nitida y definida en
el andamio PCH20CXT-0.5%CS debido a una mayor presencia del atomo de oxigeno
unido al C1 de la cadena principal de la acetilgalactosamina y el C4 de la cadena del

acido glucuroénico, componentes centrales de la estructura quimica del CS [350].

Al mismo tiempo, las sefiales presentes en la region de 974 a 1185 cm! exhiben una
modificacion en la intensidad y el ancho de las bandas de absorciéon. Este
comportamiento en los espectros, en el rango de 974 a 1080 cm1, se atribuye a la
absorcién de la banda a 1030 cm-1, que corresponde a la vibracién de estiramiento de
los enlaces -C-0-C presentes en los ésteres de los grupos sulfato desprotonados (-0-SO3-
) y la banda a 996 cm-1, que corresponde a la vibracién de flexion en el plano de los
grupos amida (-NH) presentes en el 4cido glucurdnico [298]. En este mismo sentido, el
ensanchamiento y definicién de las bandas en el rango de 1080 a 1185 cm-! se atribuyen
a las vibraciones de estiramiento de los enlaces -C-0O y la flexion de los hidroxilos (-OH)

a 1270 cm1 y 1480 cml, respectivamente, presentes en los acido carboxilos de la
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acetilgalactosamina [351]. Estos resultados indican que los cambios observados en los
espectros de absorcién se asocian con la presencia del CS en la estructura y
probablemente una posible interaccién entre éste y CMC, debido a la presencia de las

bandas definidas que corresponden a su estructura.

Al observar la banda caracteristica del CMC (1589 cm), esta exhibe un ligero
desplazamiento hacia nimero de onda mayores, pasando de 1589 cm-1 a 1584 cm, al
mismo tiempo que exhibe forma mas nitida y definida de la banda. Los cambios en esta
region del espectro FTIR se atribuyen a la presencia de las vibraciones de estiramiento
de los carbonilos en los enlaces amida a 1560 cm-! presentes en el CS, de acuerdo con

Wang et. al. [352].

La region de 2800-3000 cm-! tampoco estd exenta de presentar estas modificaciones.
Especificamente, las sefiales que corresponden a las vibraciones de estiramiento
simétricas y antisimétricas de los enlaces C-H en los grupos -CHz y -CHs se desplazan
hacia ndmeros de onda mayores. Este desplazamiento hacia una regi6én de mayor
energia podria implicar que la presencia de CS, por encima de una concentracién de
0.5%, reduce las interacciones secundarias, mediante sus grupos funcionales
ramificados, entre el PLA y el CMC, ya que los a&tomos electronegativos atraen con mas
fuerza los electrones en los enlaces quimicos de los metilos, lo que podria aumentar la

frecuencia de vibracion de esos enlaces [353,354].

Finalmente, el desplazamiento hacia nimeros de onda menores en la region de 3000-
3500 cm indicaria que, al incrementar la concentracién del CS, la absorbancia de la
banda que corresponde a las vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H (3354 cm-
1 1197]) se superpone cada vez mds con las vibraciones de estiramiento de los -OH,

desplazando su banda hacia una zona de menor energia.

6.2.1.3 Caracterizacion térmica

La comprensién en el comportamiento de los andamios multicapa después de un
tratamiento térmico y la incorporacion del condroitin sulfato (CS), resulta de vital

importancia para determinar cémo estas modificaciones pueden afectar las
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propiedades fundamentales de los andamios, especialmente en aplicaciones de
ingenieria de tejidos (IT). La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en

inglés) proporciona informacion valiosa para este proposito.

La Figura 6.6 muestra los termogramas obtenidos mediante DSC de los andamios
PCH20CXT, PCH20CXT-0.25%CS y PCH20CXT-0.5%CS, donde se pueden observar las
transiciones de fase en el conjunto de materiales poliméricos. La determinacion de la
cristalinidad se calcul6 mediante la siguiente ecuacion :
Cristalinidad (%) = M x 100
AH,,°

Donde AHm es la entalpia de fusién, 4Hc es la entalpia de cristalizaciéon y AHn° es la
entalpia de fusién para los homopolimeros de PLLA o PDLA 100% cristalinos, con un
valor de 93.1 ]J/g [278]. La consideracion en el valor para la entalpia de referencia
(AHm°) se realiz6 con base en el PLA, ya que la curvas observadas en la Figura 6.6

presentan un comportamiento mas similar al PLA que al CMC (Figura 3.16).

Las observaciones en la Figura 6.6 muestran esta similitud entre los termogramas de
los andamios multicapa con los del andamio PLA EH. Dado que tedricamente, el 60%
del volumen total del andamio seco corresponde a capas de PLA EH, no resulta
sorprendente encontrar la presencia de dos temperaturas de transicion vitrea (Tg) que

corresponden a los dos tipos de fibras presentes en el andamio PLA EH.
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Figura 6.6. Termogramas generados a partir de la técnica DSC de los andamios

multicapa.

Cuando duplicamos la concentracion de agente de entrecruzamiento quimico (AEQ) y
aplicamos un tratamiento térmico, las Tg disminuyen para ambos casos, lo cual es
inesperado (Tabla 6.4), ya que se esperaria un aumento [355]. Esto sugiere que el
aumento en la concentracién de AEQ funcionaliza al PLA, en lugar de entrecruzarlo; tal
como se observa en el FTIR. Ademas, las fibras delgadas son mas sensibles a los cambios

de temperatura [356], lo que resulta en una disminucién mas marcada en la Tg1.

A diferencia de la Tg, las temperaturas de cristalizacién en frio (Tc) y de fusiéon (Tm)
ofrecen una vision mas general de las propiedades térmicas del material compuesto. A
medida que aumenta la cantidad de AEQ, se generan mds enlaces covalentes entre las
cadenas de CMC [145], lo que reduce las interacciones entre el CMC y el PLA. Esto

aumenta la movilidad del PLA y, por lo tanto eleva Tcc y Tm, haciéndolos mas similares
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al PLA pristino [277]. Este efecto se atribuye principalmente al hidrogel de CMC y se

corrobora con los resultados de FTIR.

Tabla 6.4. Caracteristicas térmicas mds relevantes de cada andamio.

Tgl TgZ AHC AHm
Muestra T:(°C) | Tm(°C) Xc (%)
(°C) (9] U/8) | (/8
PCH10CX 55.6 64.1 95.7 168.7 12.4 17.01 4.9
PCH20CXT 50.1 63.4 102.1 170.3 14.4 16.2 1.9
PCH20CXT-
43.2 60.2 97.1 168.6 6.8 18.5 12.6
0.25%CS
PCH20CXT-
53.3 59.2 93.5 168.1 13.3 18.7 5.8
0.5%CS

El aumento de la entalpia de cristalizaciéon en frio (AHc) indica que, durante la
reorganizacion de las cadenas poliméricas, se libera mas energia, lo que promueve la
movilidad de las cadenas del PLA [357] debido al aumento en la concentracién de AEQ.
Esto aumenta la formacion de regiones cristalinas en el PLA [358,359], lo que se refleja
en una reduccion del ancho del endoterma, un aumento en su altura y la desaparicion
de la segunda curva de fusion observada en el andamio PCH10CX, lo que reduce la
entalpia de fusion (AHm) [360]. Sin embargo, a diferencia del andamio PCH10CX, es este
mismo ordenamiento estructural previo en la estructura del PLA, por efecto del
tratamiento térmico [361], podria generar la reduccién en el porcentaje de cristales

formados durante el analisis calorimétrico, pasando de 4.9 a 1.9 %.

Al observar los datos del andamio PCH20CXT-0.25%, se nota una disminucién en todos
sus parametros térmicos al introducir el CS. El CS tiene la capacidad de generar
interacciones id6nicas a valores de pH bajos debido a la carga negativa de sus grupos
sulfato desprotonados (-0-SO3-), generando un efecto de complejacién polielectrolitica

[362,363]. Al tener una menor disponibilidad de grupos funcionales libres, resulta
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menos probable que el CS interactiie con el CMC, nos obstante, es posiblemente que
estas interacciones pudieran estar sucediendo entre los grupos -0-SOs3- y los grupos -

COO-, tal como se propone en los resultados de FTIR.

Estas interacciones son mdas notables en las fibras de menor diametro debido a su
relacion area/volumen. La presencia del CS, al igual que el aumento en la concentracién
de AEQ, podria reducir las interacciones entre el PLA y el CMC, lo que aumenta la
movilidad del PLA y, por lo tanto, reduce Tg, Tcc y Tm, similar al efecto que ejercen los
plastificantes [364]. Esta posible disminucién de las interacciones podria explicar la
reduccidn en la AHc, ya que las cadenas tienen una menor tendencia a ordenarse
durante su enfriamiento [365]. Durante el calentamiento, las interacciones entre el CS
y el PLA podrian promover una cristalizacién heterogénea, lo que resulta en una curva
de fusién mas amplia [366]. Por su parte, el aumento de la AHmy la fraccion cristalina,
a pesar del posible ordenamiento heterogéneo sobre el andamio, indicaria que, en
general, hay una presencia mayoritaria de zonas mas cristalinas, por ende, hay una
mayor presencia de las fibras delgadas en la secciéon del PLA EH, corroborando
parcialmente los resultados de la observacién a la microestructura de este andamio

(Figura 4.5).

No obstante, al duplicar la concentracion de CS, este biopolimero no solamente podria
interactuar con el PLA, sino que también podria entablar interacciones adicionales
consigo mismo, especialmente en presencia de iones o grupos funcionales cargados
positivamente, dando lugar a la formacion de enlaces i6nicos o puentes de hidrégeno
permitiendo una posible complejacion entre si [367,368]. Esta denominada “auto-
complejacion” del CS a una concentracion del 0.5% (p/p) podria ocurrir
preferentemente en las fibras delgadas, debido a su relacién area/volumen, y generar
una separacién entre las cadenas poliméricas, lo que incentivaria la reduccién
observada Tcc y Tm. Ademas, dicha “auto-complejacién ” podria aumentar la AHm, al

igual que el amorfismo debido a las zonas en el PLA con baja interaccién con el CS.

Este comportamiento sugiere que la estructura del CMC se ve influenciada

principalmente por la concentracion de AEQ, mientras que la estructura del PLA se
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modifica principalmente por el tratamiento térmico y la concentracién de CS. A una
concentracion del 0.5% de CS, la autoagregacion modifica las propiedades térmicas del

material multicapa.

6.2.1.4 Evaluacién morfoldgica del andamio multicapa mediante SEM-EDS

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) se ha convertido
en una herramienta esencial para la caracterizacién detallada de la morfologia,
topologia y composicién de materiales con aplicaciones en biomédica [369]. En este
contexto, se utilizé el SEM para examinar la seccion transversal de cada una de las capas
que conforman el andamio, asi como para evaluar la integridad de su unién a través del
hidrogel. Ademas, la técnica de energia de dispersiéon de rayos-X (EDS, por su siglas en
inglés) permitié confirmar la presencia del hidrogel en cada una de las capas (secciones

A-E), asi como la capas distribucion de la HAp y el CS en la matriz.

La Figura 6.7 presenta una micrografia con una magnificaciéon de 125x a la seccién
transversal del andamio multicapa PCH20CXT. Se observa que el tratamiento térmico
no afectd significativamente la morfologia ni la proporcion general de las secciones que
conforman cada capa del andamio. A primera vista, la seccion compuesta por 3 capas
de PLA EH es la mas predominante representando aproximadamente el 58% del
espesor total, similar a la zona media del cartilago articular [370]. La seccién de PLA
3D, que simula la zona superficial del cartilago, constituye alrededor del 19%, mientras
que la capa de ADF10CX, que emula la zona profunda, representa aproximadamente el
23%. Aunque hay variaciones en el espesor de estas secciones, se mantienen dentro de
los limites reportados en la literatura [371]. Sin embargo, a pesar de estas
consideraciones, la tltima seccién presenta inconsistencias significativas en su espesor
atribuidas a la técnica de procesamiento por FDPL, lo que sugiere la necesidad de
optimizar la metodologia para homogenizar esta variabilidad, posiblemente mediante

el uso de equipo complementario para controlar el grosor.
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Figura 6.7. Seccion transversal del andamio multicapa PCH20CXT a 125x, obtenida

mediante fractura criogénica.

A partir de la Figura 6.7 se puede observar cémo el hidrogel actia de manera eficaz
entre las capas, reduciendo al minimo la separacién de éstas, lo que puede conducir a
una mejor estabilidad mecanica del andamio [372]. Ademads, la introduccién del
hidrogel suaviza las transiciones entre las diferentes capas, reduciendo las
discontinuidades en la superficie, dando como resultado una interfase mas homogénea,
similar a las técnicas de procesamiento mas complejas que se reportan en la literatura
[373,374]. Estableciendo que la inclusion del hidrogel para unir las capas del andamio
demuestra ser una alternativa efectiva, mejorando la cohesion de la estructura 3D

multicapa.

Al comparar la morfologia del PLA EH antes y después de la incorporacion del hidrogel,
se observa un cambio drastico en su estructura (Figura 6.8B). Se presume que el
hidrogel se adhiri6 a las fibras de PLA electrohilado debido a las caracteristicas que
presentaban en su topologia, como rugosidad superficial y macroporosidades entre
0.08-0.15 pm de diametro (Figura 4.4E). Este cambio proporcion6 al andamio una
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morfologia con alta porosidad, aparentemente interconectada, propiciando un mayor
indice de difusion de nutrientes y oxigeno, asi como una via eficiente para el transporte
y eliminacién de desechos metabodlicos [375]. Sin embargo, es importante sefialar que
la incorporacion del hidrogel no produjo el mismo efecto en los andamio PLA 3D y

ADF10CX.

Figura 6.8. Magnificacién a 2000x a cada estructura que compone el andamio

PCH20CXT. A) PLA 3D, B) PLA EH, C) ADF10CX.

En el caso del andamio ADF10CX (Figura 6.8C), la inclusion del hidrogel junto con un
tratamiento térmico posterior puede contribuir a modificar la topologia superficial de
esta capa al eliminar o reducir las macroporosidades previamente observadas (Figura
3.8D). Cuando el hidrogel impregna el andamio, las macroporosidades son llenadas,
reduciendo asi los vacios y las cavidades en la estructura. Posteriormente, el
tratamiento térmico se encarga de secar y endurecer el hidrogel, mejorando la unién

entre éste y el andamio. No obstante, durante este proceso, el hidrogel puede
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experimentar una contracciéon debido a la deshidratacién [376], lo que podria resultar
en una mayor compresion de las macroporosidades que originalmente estaban llenas

del hidrogel, conduciendo a su reduccién.

En lo que respecta al andamio PLA 3D, a simple vista, solo muestra las
macroporosidades generadas por la interseccion del mallado durante el proceso de
impresiéon 3D (Figura 4.4F). No obstante, al examinar detenidamente la superficie del
corte transversal, las macroporosidades de aproximadamente 0.2 um se encuentran
presentes también en el interior del material (Figura 6.6A). El nulo cambio en su
morfologia se atribuye a las limitaciones que posiblemente experiment6 el hidrogel
para incorporarse en la estructura de este andamio debido al diametro de las
porosidades en el material y a su topologia principalmente lisa y homogénea. Por lo
tanto, este comportamiento en el andamio PLA 3D podria tener implicaciones al limitar

la adhesidn celular y la migracién durante el cultivo celular [377].

Las aseveraciones acerca de la permeacion del hidrogel en los andamio se puede
confirmar al observar los espectros de EDS de las Zonas B-E (Figura 6.9),
correspondientes a las 3 capas de PLA EH (Zona B-D) y a la capa de ADF10CX (Zona E),
donde la sefial de sodio (Na), que corresponde a la presencia del CM(, se encuentra en
mayor cantidad en comparacion con el andamio PLA 3D (Zona A), lo que respalda la
idea sobre la predisposicidn de los andamios, con una mayor presencia de porosidades
y rugosidad superficial, para lograr una mejor interaccion con el hidrogel de CMC.
Aunque es evidente la presencia de Aluminio (Al) en los espectros, esto se atribuye
completamente a las utensilios empleados en las metodologia de fractura criogénica,

por lo que hasta ahora descartamos la contaminacion por este elemento.
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Figura 6.9. Andlisis de la composicion quimica mediante EDS en el Contexto del

andamio multicapa PCH20CXT.

En un sentido mas amplio, el uso de EDS nos permite supervisar la actividad de la HAp
presente en el andamio ADF10CX. A través de la Figura 6.9, también es posible observar
las sefiales caracteristicas del Fosforo (P) y el Calcio (Ca), componentes principales de
la HAp [378]. Sin embargo, también se aprecia una posible difusiéon del Ca hacia el
interior del hidrogel. Este efecto de difusion se debe a la afinidad de 1a HAp para formar
puentes de hidrégeno con las moléculas de agua [379]. Cuando entra en contacto con el
agua, los enlaces quimicos en la estructura cristalina del HAp pueden romperse,
liberando iones de Calcio (Ca*?) y Fosfato (PO43) en el agua [380]. Dada la naturaleza
altamente hidratada y permeable del hidrogel, permite que los iones se difundan en su

matriz, propagandose a lo largo del andamio [381]. Posteriormente, mediante el
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tratamiento térmico, la deshidratacion del hidrogel crea un matriz sélida dentro del

andamio que atrapa lo iones.

ADF10CX
28.6£2.2 pm

PLA EH

458.5£21.8 pm

PLA 3D
207.8+12.4 pm

Figura 6.10. Morfologia panordmica de una seccion transversal del andamio

PCH20CXT-0.25%CS a 125x.

En la Figura 6.10, se muestra una seccién transversal de un andamio multicapa
PCH20CXT al que se le afiadié un 0.25% (p/p) de CS al hidrogel que recubre la
estructura 3D. En comparacién con el resultado anterior, esta muestra presenta una
calidad superior en el proceso de fractura criogénica, sin muescas ni secciones

incompletas en las capas que conforman el hidrogel.

Para el caso del andamio multicapa PCH20CXT-0.25%CS, de la superior a la inferior, se
presentan el andamio ADF10CX, PLA EH y PLA 3D, correspondientes a la zona profunda,
zona media y zona superficial respectivamente. Destaca el cambio drastico en el
espesor de la capa que conforma el andamio ADF10CX en este caso en comparacion con

el resultado anterior. Este cambio en el espesor afecta el porcentaje total de cada una
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de las secciones en el andamio, ya que para el andamio PLA EH pasa del 58% al 65.7%,
mientras que para los andamios PLA 3D y ADF10CX, pasa del 19% al 30.1% y 23% al

4.2%, respectivamente.

Esta variacion substancial en el espesor del andamio AFD10CX es un parametro que no
s6lo afecta el porcentaje de participaciéon en el andamio multicapa, sino que también
estas fluctuaciones pueden generar alteraciones en la morfologia de las secciones
circundantes, como se observa en las flechas azules de la Figura 6.7. La homogeneidad
presente en las capas de este andamio mejora aiin mas la unidn entre ellas, reduciendo
el espacio entre cada una hasta el punto en que es imperceptible en el andamio PLA EH.
Esta reduccion en el espacio es un factor importante, ya que, de acuerdo con Sadeghi et.
al. [172], el factor en la reduccién del espacio, junto con la alta porosidad, proporciona

un entorno propicio para la infiltracion celular y la neovascularizacion.

Segun las investigaciones mas recientes de Stuart et. al. [382], la incorporaciéon de
aditivos bioactivos como los glucosaminoglicanos puede tener un efecto significativo
en la estructura y propiedades de los andamios resultantes. Esto es evidente en la

Figura 6.11A, que muestra un acercamiento al andamio PLA EH, donde ser observan

modificaciones sustanciales en comparacién con la superficie del andamio sin CS.

Figura 6.11. Magnificacién a 10,000x a las estructuras A) PLA EHy B) PLA 3D, que
componen el andamio PCH20CXT-0.25%CS.
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Una caracteristica destacada tras la incorporaciéon de una concentracién de 0.25%
(p/p) de condroitin sulfato (CS), es la desaparicidn de las fibras resultantes del proceso
del electrohilado del PLA. Esto se debe a que el CS, al no estar unido a la estructura del
hidrogel, podria llenar pequefias imperfecciones o irregularidades a medida que se

distribuye entre las capas del andamio, creando una superficie mas homogénea.

Al observar el andamio PLA 3D a estas magnificaciones (Figura 6.11B), es evidente un
estiramiento del polimero. El PLA es un polimero termoplastico que generalmente se
vuelve rigido y quebradizo a temperaturas por debajo de su temperatura de transiciéon
vitrea (Tg) [383]. Por lo tanto, bajo estas condiciones, el polimero no deberia estirarse
debido a la falta de deformacién plastica [384]. Este comportamiento se atribuye a
inconvenientes durante el proceso de criofractura, como una fractura incompleta y
finalizada a temperaturas por encima de la que presenta el nitrégeno liquido (-196°C
[385]) o una baja cantidad de volumen de nitrégeno utilizado, resultando en un
aumento rapido de temperatura en algunas areas microscopicas al entrar en contacto

con el aire, causando el estiramiento observado en las superficie de la andamio PLA 3D.

Ademas, como se mencioné anteriormente, las macroporosidades observadas en la
superficie del andamio PLA 3D también se encuentran en su interior, como se muestra
en la seccion transversal del andamio. Estas macroporosidades son generadas por
efecto del aire atrapada durante el proceso de deposicion de capa por capa en la
impresion 3D, influenciado por parametros como la geométrica del modelo y la
velocidad de impresion [264,266]. Aunque en aplicaciones de ingenieria de tejidos (IT)
estas macroporosidades son necesarias para permitir la infiltracion celular y la
vascularizaciéon del andamio, en este caso, parecen ser puntuales y dificultan la
interaccion del hidrogel con el interior del material, lo que resulta en un cambio nulo

en la morfologia, similar al andamio PCH20CXT.

Mediante la técnica de EDS, se puede confirmar la presencia de CS en la estructura del
material, ya que, a diferencia del andamio PCH20CXT, la Figura 6.12 muestra una sefial
de azufre que no se detectd previamente, la cual se atribuye a los grupos sulfato

desprotonados (-O-SOs3-) caracteristicos de la estructura del CS [386]. Ademas, la
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incorporacién de CS en la estructura parece no afectar o modificar las interacciones
entre el hidrogel y la seccién compuesta por el andamio PLA 3D. De manera similar al
andamio PCH20CXT, la sefial de Sodio del CMC es casi inexistente en el andamio PLA
3D, indicando que, una concentracién de 0.25% (p/p) de CS resulta irrelevante para
mejorar la unién entre el hidrogel y el PLA, sobre todo si el PLA no presenta las
caracteristicas topoldgicas/morfolégicas (rugosidad, alta permeabilidad y porosidad)

para que esto suceda.
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Figura 6.12. Seguimiento de la difusién de la HAp en el andamio y su efecto al
interactuar con CS sobre andamio multicapa PCH20CXT-0.25%CS, mediante la

identificaciéon quimica por EDS.

Al observar las Zonas Ay B (Figura 6.12), que corresponden al andamio ADF10CX y PLA

EH respectivamente, es evidente una diferencia en la difusion de los iones de
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hidroxiapatita (HAp). A pesar de su afinidad por el agua, se observé un fenémeno
contrario al esperado. Tanto el CS como la HAp contienen grupos funcionales con cargas
eléctricas que les permite interactuar con otros grupos funcionales o iones con carga
positiva. En este caso, la HAp libera en mayor proporcién iones de Calcio cuando se
hidrata [387], mientras que el CS contiene grupos sulfato cargados negativamente. Este
comportamiento, propiciado por el ambiente acuoso, generaria una atraccién
electrostatica entre el CS y los iones de presentes en el agua, generando puentes de
hidrégeno entre sus hidroxilos, tal como lo describen Venkatesan et. al. [388], dando
como resultado que los iones de calcio liberados por la HAp queden retenidos en la capa

de PLA EH, evitando que se difundan haca capas mas internas del andamio.

ADF10CX
353.2+42.7 pm

Figura 6.13. Seccion transversal del andamio multicapa PCH20CXT-0.5%CS a 125x,

obtenida mediante fractura criogénica.

La Figura 6.13 muestra los efectos en la microestructura al momento de duplicar la
concentracion de CS en la matriz del andamio multicapa, pasando de 0.25% (p/p) de CS

a 0.5% (p/p) de CS. A primera instancia, se observa que la integridad de la estructura
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se vio mayoritariamente mas afectada que los dos casos anteriores. La apariencia de la
seccion que corresponde al andamio PLA 3D se debe en parte por la eleccion de la
seccion utilizada para formar el andamio, que fue de la periferia de la estructura donde
posiblemente la union entre las capas es menos s6lida durante la impresién. Por lo que,
al momento de enfriarse con el nitrégeno, la seccién se fragmenté dejando la pieza que
se observa en la micrografia (Seccién A, Figura 6.13). Sin embargo, para los otros dos
casos difiere este comportamiento, en su lugar, la reduccién de la integridad se atribuye
a un aumento en la rigidez y a la formacién de porosidades heterogéneas en la mayor

parte de la estructura interna posterior a la eliminacién de la humedad.

El aumento de la concentracion de CS en la estructura del andamio puede generar una
mayor cantidad de interacciones idnicas entre el PLA y el CS, debido al aumento de los
grupos sulfato, lo que resulta en una mayor cantidad de interacciones [389], y, por lo
tanto, se podria generar una reduccion en la interfase de las capas de cada seccion, al
reducir las discontinuidades de la superficie. Este comportamiento se observa no solo
entre las capas de PLA EH, sino también en el espacio generado por la penultima capa

y el andamio ADF10CX, haciendo la interfase casi imperceptible.

No obstante, con este mismo aumento de la presencia de cargas negativas, tomando en
cuenta la variacion en la cantidad de interacciones descritas previamente, combinada
con la deshidratacion del hidrogel, podria generar areas con variaciones en el efecto de
contraccion durante la formacién del xerogel, generando areas densas con poca
porosidad y areas con una porosidad relativamente alta [390]. Esta situacion, en
conjunto con las variaciones experimentales durante el proceso de fractura, pudo

comprometer la integridad de la seccién transversal que se presenta en la Figura 6.13.

La Figura 6.14 presenta un acercamiento a 5,000x a la estructura de cada una de las
capas que conforman el andamio. Al observar detenidamente la seccién compuesta por
las capas del andamio PLA EH (Figura 6.14B), se pueden notar claramente las fibras de
PLA electrohilado. En cierto modo, se esperaria que, al usar el doble de concentracién
de CS, las fibras fueran ain menos visibles. Por el contrario, la notoria presencia de

estas fibras en una parte especifica, a diferencia de lo observado en el andamio
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PCH20CXT-0.25%CS, y ello refuerza la hipotesis sobre la interacciéon heterogénea del
CS sobre el andamio de PLA.

Figura 6.14. Magnificacién a 5,000x a cada estructura que compone el andamio

PCH20CXT-0.25%CS. A) PLA 3D, B) PLA EH y C) ADF10CX.

Otro aspecto por destacar es el cambio en la rugosidad superficial, tanto en la seccién
compuesta por las capas del PLA EH como en la seccién que compone el andamio
ADF10CX (Figura 6.14C). A pesar de que una concentracién por debajo del 0.25% (p/p)
de CS dio lugar a una superficie mas homogénea, parece que con el 0.5% (p/p), las
interacciones i6nicas entre el CS y el PLA influyen en la organizacion y entrelazamiento
de las cadenas poliméricas en la superficie del hidrogel [347], manifestandose como la

rugosidad superficial observada.

En cuanto a la estructura del PLA 3D (Figura 6.14A), a primera vista, parece no existir
ninguna modificacién durante la conformacién del andamio multicapa, al mismo
tiempo que exhibe las porosidades previamente observadas en la superficie de la

estructura. Sin embargo, a diferencia de las secciones de PLA 3D presente en los
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andamios anteriores, parece que durante el procesamiento de las secciones cercanas a
los extremos de la malla 3D, las macroporosidades de la superficie parecen fusionarse
debido a su forma ovalada. Este comportamiento sugiere que el software de la
impresora 3D, bajo las condiciones de procesamiento, podria aumentar la velocidad en
estas secciones del andamio PLA 3D debido a la geometria del andamio, generando una
mayor incorporaciéon del volumen de aire en la estructura, dando forma a estas

geometrias ovaladas o porosidades con un aumento sustancial en su didmetro

[265,391].
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Figura 6.15. Seguimiento de la difusion de la HAp en el andamio y su efecto al
interactuar con una concentracion de 0.5% (p/p) de CS, mediante la identificacion

quimica por EDS.
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En relacidén con los resultados de EDS presentados en la Figura 6.15, es evidente que el
mismo comportamiento, con respecto a la identificaciéon del CMC, se repite en este
andamio. Por otra parte, lo que realmente llama la atencién es la visualizacién de la
difusién de los iones liberados por la HAp tras su hidratacion. Si bien, se esperaria que
una mayor concentracion de grupos sulfato ayudaria a retener una mayor cantidad de
iones de calcio y fosfato [367] en la region que simula la capa profunda del cartilago,
parece no ser el caso. Esta suposicién no considera la fuerte afinidad del CS por el agua,
lo que genera un aumento en la permeabilidad del hidrogel y una reduccién de la
viscosidad [392], facilitando el paso de estos iones a través de la matriz del hidrogel y

permitiendo que practicamente alcancen la zona superficial del andamio.

La inclusion de hidrogel como agente de union y el tratamiento térmico en el andamio
multicapa puede afectar la morfologia de las capas, pero generalmente resulta
beneficioso para mantener la integridad estructural, funcionalidad y compatibilidad
bioldgica del andamio. Sin embargo, es crucial monitorear la difusién de aditivos en el
sistema y la concentracion de CS. Concentraciones superiores al 0.25% de CS pueden
influir en no solo en las propiedades térmicas del material, sino también ejercer una
influencia en su estructura, generando la rugosidad superficial del hidrogel. Estos
resultados sugieren que agregar un 0.25% de CS al hidrogel mejora significativamente
la integridad de las capas del andamio. Ademas, la concentracién de CS parece
desempefiar un papel importante en la reducciéon de la interfaz entre las capas del

andamio.

6.2.2 Efecto de la introduccion del CS en el cardcter hidrofilico y la estabilidad

mecdnica de los andamios multicapa.

6.2.2.1 Caracterizacion de la humectabilidad mediante el dngulo de contacto.

El objetivo principal de los biomateriales poliméricos en condiciones bioldgicas
depende de varios factores, siendo la mojabilidad un de los prerrequisitos para
garantizar una respuesta biolégica idénea, como la adhesion celular al sustrato [221].
La mojabilidad se refiere a una propiedad influenciada por interacciones moleculares

que determina la capacidad de una gota de liquido para extenderse sobre una superficie
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sélida determinada [309]. Una forma de determinar la mojabilidad es mediante la
medicion del angulo de contacto estatico, que resulta del equilibrio entre las tensiones
interfaciales entre las fases soélida, liquida y gaseosa [393]. Los angulos de contacto
pequeios (<20°) indican superficies superhidrofilicas [394], mientras que los angulos
entre 20° y 90° se refieren a superficies hidrofilicas, los dangulos de contacto grandes
(90°-150°) corresponden a superficies hidrofébicas y angulos por encima de 150° se

consideran superficies superhidrofébicas [395].

A) B)

0=21.8°+ 0.8° 0= 15.4° + 2.2°
0 0

0=13.8°+*1.1°
0

Figura 6.16. Medicion del dngulo de contacto de los andamios A)PCH20CXT, B)
PCH20CXT-0.25%CS 'y C)PCH20CXT-0.5%CS.

Al analizar el comportamiento de la mojabilidad en los andamios multicapa (Figura
6.16), se observa que el conjunto tiene un menor angulo de contacto en comparacion
con cada una de sus capas individuales. Por ejemplo, el andamio PCH20CXT muestra

angulo de contacto de 21.8° + 0.8° (Figura 6.16A), mientras que los andamios PLA 3D,
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PLA EH y ADF10CX muestran angulos de contacto de 91.7° + 2.4°, 116.5° + 0.9° y 65.2
+ 2°, respectivamente. De acuerdo con Kasalkova et. al. [308], 1a mojabilidad puede ser
alterada mediante la modificacién de la quimica superficial (introduciendo nuevos
grupos funcionales en la superficie del substrato sé6lido) o la morfologia (mediante un

cambi6 en la rugosidad).

Por ese motivo, la incorporacién de CMC, en forma de recubrimiento, disminuye la
tension superficial entre las moléculas de agua que interactdan con la superficie del
andamio, al modificar la quimica de la superficie mediante la incorporaciéon de
abundantes grupos hidroxilo (-OH) [309]. Ademas, para el caso de las secciones
compuestas a partir del andamio PLA EH, las micrografias de alta resolucién (Figuras
6.7, 6.10 y 6.13) muestran un cambio en la morfologia, en especifico se observa un
conjunto de porosidades heterogéneas y superficies con alta rugosidad. A partir del
trabajo de Murakami et. al. [396], se puede corroborar las observaciones que presentd
Wezel, donde se describe la relacion entre la rugosidad y la mojabilidad, afirmando que
agregar rugosidad a la superficie mejora la mojabilidad de ésta al tener mas sitios de
anclaje para los grupos funcionales hidrofilicos, dando pie a que la morfologia exhibida
por los andamios multicapa presentan una mayor capacidad para almacenar y retener

agua.

Al agregar CS a la composicion del hidrogel, su angulo de contacto disminuye atin mas,
pasando de una superficie considerada hidrofilica a una superficie superhidrofilica, con
valores de 15.4° + 2.2°y 13.8° £ 1.1° para los andamios con una concentracion de 0.25%
(p/p)y 0.5% (p/p), respectivamente (Figura 6.16B y C). Es importante destacar que, al
duplicar la concentracion de CS, el angulo de contacto también disminuye, implicando
que la concentracion de CS también juega un papel importante en la modificacion de la
quimica superficial. Esto se debe a que el CS es un polisacarido rico en grupos sulfato (-
SO37) en su estructura, que resultan ser altamente hidrofilicos debido a su capacidad de
interactuar a través de fuerzas i6nicas con las moléculas de agua [397]. Ya que los
grupos sulfatos poseen una carga negativa generada por los atomos de oxigeno que
rodean al azufre, estos tienen la capacidad de generar una atraccién con la molécula

dipolar del agua, especificamente con los hidrégenos, formando de esta manera
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interacciones secundarias tipo puentes de hidrégeno, que tienen la capacidad de
retener al agua [398]. Ademas, la modificacién de la morfologia que genera la

incorporacién del CS puede incrementar un mas estas interacciones con el agua.

Si bien las caracteristicas morfologicas son importantes para determinar las
propiedades de mojabilidad, no son suficientes por si solas para garantizar adhesidn,
proliferacion, migracién y diferenciacion celular en los biomateriales [399]. Por lo que
es necesario que la morfologia esté acompafiada de una quimica superficial con
caracteristicas que le otorguen afinidad al agua. En palabras de Agrawal et. al. [309],
“En lugar de simplemente proporcionar espacio vacio para el crecimiento interno del
tejido, es deseable que el entorno del andamio impulse y guie activamente el crecimiento

del tejido de interés”.

6.2.2.2 Capacidad de hinchamiento.

El hinchamiento es un parametro crucial a considerar, ya que puede afectar
directamente la capacidad de transporte de nutrientes y metabolitos en el andamio
[400]. Las Figuras 6.17 y 6.18 exploran en detalle el impacto de la adicién de Condroitin
Sulfato (CS) en el comportamiento de la capacidad de retencion de agua y cdmo este
cambio podria influir en la funcionalidad de los andamio multicapa mientras se
encuentran inmersos en una solucion de fluido corporal simulado (SBF, por sus siglas
en inglés). Esto permite observar con mayor detalle el desempefio de los andamios

multicapa en un entorno que simula las condiciones fisiologicas del cuerpo humano.

Tras una hora de inmersioén, los andamios alcanzaron un hinchamiento de alrededor
del 100-150%, destacando especialmente el andamio PCH20CXT-0.5%CS. Al observar
el desempefio de los andamios durante las primeras 4 horas, todos presentan
variaciones considerables en su porcentaje de hinchamiento (Figura 6.17). En general,
durante las primeras horas que los andamios estan en contacto con la solucién SBF,
existe una variacion en la cantidad de agua que pueden almacenar. Esto pude deberse
a varios factores, entre los que se encuentran la presencia de las porosidades
heterogéneas observadas en las micrografias SEM o las condiciones del medio acuoso

donde se encuentran sumergidos [401,402].
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Figura 6.17. Capacidad de absorcion de agua de los andamios multicapa después de un

periodo de 4 horas de exposicion a la solucién SBF.

Cuando los andamios multicapa secos se exponen al agua, ésta generalmente interactiia
de tres distintas formas. En una etapa inicial, las moléculas de agua penetran en la
estructura del andamio y se adhieren a los grupos hidrofilicos (-OH) presentes en la
cadena polimérica del CM(C, generando un hinchamiento a mediada que los grupos
hidrofilicos son hidratados [403]. Una vez que todos los grupos -OH se han hidratado,
la cadena polimérica hinchada expone los grupos metilo (-CH3) del PLA, que son
hidrofébicos, generando la formacién de moléculas de agua semi enlazadas [202].
Posterior a estas interacciones, la red del andamio contintia absorbiendo agua adicional
debido a las fuerzas osmoéticas generadas por la cadena polimérica, llenando los
espacios disponibles entre las cadenas poliméricas presentes en los andamios [203].
Por lo tanto, una distribucion heterogénea de las porosidades podria modificar la

capacidad de hinchamiento, ya que en areas donde la porosidad es baja o la estructura
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del andamio es densa, es posible que se forme un gradiente de concentraciéon de agua
libre, lo que implica que areas circundantes con porosidad mas alta y posiblemente
interconectada pueden retener mas agua, mientras que otras pueden estar

relativamente secas [403].

Adicionalmente, la composicién quimica de la solucion puede influir significativamente
en el hinchamiento inicial del hidrogel. La presencia de iones en la solucién, que
interactdan con las cargas eléctricas del hidrogel, puede limitar las interacciones del
agua con los grupos funcionales de la cadena polimérica [404]. De la misma forma, la
concentracion de sales también tienen impacto en la osmolaridad y, por lo tanto, en el

equilibrio del agua dentro y fuera del hidrogel [405].

Hasta este punto, no se le puede atribuir influencia alguna a la concentraciéon de CS
sobre la capacidad de retencién de agua. No obstante, es importante sefialar que el
hinchamiento observado a lo largo del tiempo se le atribuye en su totalidad al hidrogel
de CMC que recubre los andamios, tal como se menciona en la investigacion de Liao et.
al. [204].

A través de un seguimiento mas extenso a lo largo del tiempo, es cuando realmente se
puede notar una clara diferencia en su comportamiento referente a la introducciéon del
CS en la estructura (Figura 6.18). En el caso del andamio PCH20CXT-0.5%CS, es notable
su diferencia con el resto de los andamio multicapa tras el primer dia de exposicion al
SBF, alcanzando entre 350-400% de hinchamiento. En contraposicion, tanto el andamio
cargado con una concentracion de 0.25% (p/p) de CS como el andamio sin CS oscilan
entre 200-250%. Sin embargo, en el segundo dia, este comportamiento cambia, ya que
el andamio PCH20CXT-0.25%CS alcanza el mismo porcentaje de hinchamiento que el
andamio PCHZ20CXT-0.5%CS, especificamente alcanzando entre 450-500% de
hinchamiento, mientras que el andamio PCH20CXT, si bien también muestra un
aumento en su capacidad de hinchamiento, se queda por debajo, logrando solo entre

325% y 400% tras el segundo dia de inmersidn.
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Figura 6.18. Representacion grdfica de la evolucion del hinchamiento en los andamios

multicapa a lo largo de una semana de interaccién son la solucién SBF.

Aunque estos resultados muestran la gran capacidad de retenciéon de agua que
presentan los andamios con una concentracién de 20% (p/p) de acido citrico (AC), es
innegable la diferencia con los andamios con una concentraciéon de 10% (p/p) de AC,
donde se alcanz6 un hinchamiento de hasta aproximadamente el 700%. La reduccion
en su capacidad de retencion de agua se debe a que al incrementar la concentracion de
agente de entrecruzamiento quimico (AEQ) al doble, se crea una estructura mas densa
y rigida al tener un nimero mayor de enlaces covalentes, por ende, la cantidad de agua
que se puede anclar a las cadenas poliméricas es menor, reduciendo el hinchamiento

macroscopico [406], como se observa en la Figura 6.1.

No es sino hasta las 72 horas de exposicion al SBF que se muestra una diferencia
contrastante entre los andamios cargados con CS con el andamio PCH20CXT. La adicion

del CS en la estructura del hidrogel puede modificar su capacidad de interaccion con el
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agua, ya que esta molécula presenta una gran afinidad natural por agua [397],
resultando en esa diferencia de casi el doble en cuanto a su capacidad de hinchamiento
entre el andamio PCH20CXT y el PCH20CXT-0.5%CS. A medida que el CS atrae y retiene
agua, las capas del andamio experimentan un mayor hinchamiento, ya que el agua se
infiltra y llena los espacios intermoleculares en el hidrogel incrementando asi el
volumen de agua libre presente en la estructura [407]. Sin embargo, este
comportamiento no parecer ser el mismo cuando se utiliza una concentracion de 0.25%

(p/p) de CS en la estructura.

Tras el paso de un dia en inmersion, el andamio PCH20CXT-0.25%CS presenta el mismo
comportamiento que el andamio PCH20CXT. No es hasta el segundo dia de inmersion
que este andamio exhibe el mismo comportamiento que el andamio PCH20CXT-
0.5%CS. Este efecto podria atribuirse a la posible complejacién polielectrolitica entre
los grupos sulfato desprotonados (-0-SO3) y los enlaces C-H presentes en los grupos
metilos (-CHs) del PLA [362,363], generando el desplazamiento hacia nimeros de onda
mayores en la banda a 1584 cm-1 del CMC, al reducir las interacciones con PLA (Figura

6.5).

Esta interaccion ionica puede crear una barrera fisica que, en conjunto con los enlaces
covalentes formados en la reticulacion, limitan las interacciones de los grupos -OH con
el agua de la solucion [408]. Sin embargo, a medida que el andamio continua inmerso,
la afinidad natural del CS por agua desplaza estas interacciones, generando asi una
interaccion directa con el agua que incrementa el volumen de agua libre y, por ende, la
capacidad de hinchamiento del andamio [409]. En contraste, el comportamiento del
andamio que contiene una concentracion del 0.5% (p/p) CS implica que una parte del
CS cargado en la estructura esta interactuando con las moléculas del PLA, mientras que
otra parte no lo hace y se encuentra libre en la estructura del hidrogel, propiciando el

comportamiento observado a las 24 horas de inmersion.

Se esperaria que al aumentar la concentracién del agente entrecruzante mitigaria la
degradacion hidrolitica a la podrian estar expuestos los andamio multicapa. Por el

contrario, este comportamiento, a diferencia de lo que reporta Guarnizo-Herrero et- al.
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[408], no contempla la interaccién de los andamio en el ambiente que ofrece el SBF
junto con la presencia del CS en la matriz del andamio. Tras 72 horas, tanto el andamio
PCH20CXT como el andamio PCH20CXT-0.5%CS muestran una reduccién substancial
en la capacidad de hinchamiento, llegando al punto donde tras 168 horas de inmersidn,

presentan valores similares a los mostrados durante las primeras horas.

La degradacidn hidrolitica, con base en lo informado en la literatura [410], se produce
en los enlaces éster, generando un grupo extremo hidroxilo y uno carbonilo. De acuerdo
la mas reciente investigacion de Vaid et. al. [411], 1a presencia de iones hidroxilo (OH-)
en la solucién aumenta la velocidad de degradacion del PLA, desencadenando un ataque
nucleofilico a los carbonos carbonilos deficientes en electrones, dando como resultado
la escision de la cadena y, por lo tanto, la degradaciéon del PLA. De la mismas forma,
posiblemente este mecanismo reaccién sea también el responsable de la degradacion
del hidrogel de CMC y CS mediante la escisiéon de los enlaces B(1—4) glucosidicos
presentes en ambos polisacaridos. Ademas, la gran cantidad de porosidades a lo largo
de toda la estructura del andamio multicapa podria favorecer un aumento en la

velocidad de esta degradacién [412].

Tomando en consideracion todo lo descrito con anterioridad, el andamio PCH20CXT-
0.25%CS muestra una reduccion menor en la capacidad de hinchamiento en
comparaciéon con los otros andamios después de una semana. Este comportamiento
podria deberse al mismo efecto “barrera”, limitando el acceso a factores externos, como
el agua, mitigando asi degradacion y, por ende, exhibiendo una menor reduccién su
capacidad de hinchamiento. Sin embargo, para confirmar esto, es necesario realizar un
analisis complementario como resonancia magnética nuclear (H-NMR, por sus siglas en
inglés) o la caracterizacion del potencial Z, de manera que se pueda corroborar la

existencia y naturaleza de las interacciones observadas entre el PLA y CS.

6.2.2.3 Comportamiento mecdnico bajo esfuerzos de compresion.

El estudio de las propiedades mecdanicas es esencial para comprender cdmo la adicion
de CS en la matriz del andamio afecta su capacidad para mantener la integridad

estructural y funcionalidad, en condiciones que imitan el ambiente bioldgico [413,414].
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En esta seccion de la discusion, abordaremos los resultados del seguimiento de las
propiedades mecanicas de compresion de los andamios multicapa a los cuales se les
incorporé condroitin sulfato (CS). El seguimiento de las propiedades mecanicas se basé
en el comportamiento de los andamios multicapa durante las prueba de retencién de
agua, especificamente durante las fluctuaciones mas significativas en la capacidad de
hinchamiento a 0, 24, 72 y 168 horas de inmersién en fluido corporal simulado (SBF,

por sus siglas en inglés).

Para este analisis de esfuerzo-deformacion, lo mas notorio fue encontrar dos distintos
tipos de curvas para los materiales base CMC y PLA. Esta consideracion se realizé con
base en las propiedades mecanicas reportadas en la literatura acerca de la aplicacién
de estos materiales en compositos poliméricos con propuestas similares a las

observadas en este trabajo [30,415,416].
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Figura 6.19. Curvas de esfuerzo deformacién del andamio multicapa PCH20CXT a lo

largo de una semana de inmersién en SBF.
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La Figura 6.19 muestra el desempefio mecanico del andamio PCH20CXT durante
primeras 24 horas de inmersion. En estado seco, el andamio PCH20CXT muestra
valores bajos de deformaciéon en comparacién con la fuerza aplicada (Tabla 6.5)
,implicando que, la concentracién de acido citrico (AC) utilizado para la conformacién
del hidrogel de CMC, genera una mayor rigidez en el andamio [417]. Al estudiar el
comportamiento del andamio cuando interactia con SBF, se observé que PCH20CXT
experimentd una reduccién en sus médulos de elasticidad durante las primeras 24
horas de inmersion. Este comportamiento se debe a su capacidad para absorber y
retener agua, lo que aumento la deformacién bajo compresion y disminuyd los valores
del médulo de Young para ambos materiales [418], a costa de incrementar su capacidad
de disipar esfuerzos [419]. Sin embargo, esta interaccién continua con la solucién
acuosa provocé un aumento de la degradacién hidrolitica, comprometiendo la
estabilidad mecanica a lo largo del tiempo [420], tal como se observa en el incremento

de la deformacion residual.

Tabla 6.5. Resumen de las propiedades mecdnicas del andamio PCHZ20CXT a lo largo de

7 dias de inmersion.

Puntos temporales de muestreo
Parametros mecanicos

Seco Dia1 Dia 3 Dia 7
Médulo PLA (MPa) 1.8+0.2 0.1+0.002 | 04+0.01 0.8+0.1
Médulo CMC (MPa) 8.3+0.3 24+0.2 6.8+0.1 2.7+0.1
Tenacidad (M]/m3) 0.5+0.1 09+0.1 | 0401 | 0.5%0.02
Deformacion residual (%) 4.7 + 0.04 155+£0.3 | 19.08+0.5 | 24.7+0.6

Paralos otros dos puntos temporales, la situacién cambia drasticamente. Alas 72 horas,
se observa un aumento en el moédulo elastico del CMC, aunque no alcanza el valor
observado en estado seco. Lo iones metdlicos en el SBF parecen no afectar
significativamente el caracter hidrofilico de los andamios, pero pueden influir en la

estructura del hidrogel, ya que la interaccién entre la difusién de la hidroxiapatita
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(HAP) en el hidrogel y el SBF pueden generar una biomineralizacién que modifica las

propiedades mecanicas del andamio [421,422].

En el caso del PLA, su comportamiento a lo largo de la exposicion al SBF se atribuye
principalmente a la degradacion hidrolitica, que afect6é tanto la deformacién por
compresion, como las propiedades mecanicas [420]. Esta posible formacién de
biomineralizacién contribuiria a mantener el médulo elastico practicamente constante,

a pesar de la degradacidon que experimento6 el PLA.

—A— Seco ——Dia 1 —&—Dia 3——Dia 7

T 7-

o

=

~— 6_

-

‘O

w

0 57

o

= 4

(&)

—

8 34

o)

N

O 27

-]

Y

w

w14
0_

I ! I N T N T N T N I ! I ! I N T
00 02 04 06 038 1.0 1.2 1.4 1.6
Deformacién por compresion (%)

Figura 6.20. Curvas de esfuerzo deformacién del andamio multicapa PCH20CXT-

0.25%CS, a lo largo de una semana de inmersion en SBF.

La Figura 6.20 proporciona el comportamiento mecanico detallado sobre el andamio
PCHZ0CXT-0.25%CS mientras se encuentra inmerso en el SBF bajo las misma
condiciones que el andamio PCH20CXT. Tal como se discutié en las pruebas de

hinchamiento, la presencia de los grupos (-0-S0O3-) del CS pueden interactuar con otros
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componentes del andamio, especificamente el PLA, formando enlaces idnicos e
interacciones electrostaticas, que contribuye a una mayor cohesién y rigidez en la
estructura del andamio [423,424], lo que se refleja en el aumento del médulo elastico
para ambos casos, especificamente en el CMC, cuando el andamio esta deshidratado

(Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Resumen de las propiedades mecdnicas del andamio PCH20CXT-0.25%CS a

lo largo de 7 dias de inmersion.

Puntos temporales de muestreo
Parametros mecanicos
Seco Dia1 Dia 3 Dia 7
Médulo CMC (MPa) 15.8+0.1 0.6+0.1 0.4 £0.03 0.4 +0.03
Médulo PLA (MPa) 20.6 £0.1 2.7+0.2 29+0.7 2.1+0.3
Tenacidad (M]/m3) 0.3+0.1 09+0.2 0.8+0.1 0.5+0.04
Deformacion residual (%) 2.8+0.1 52+0.1 12+0.04 | 16.6+0.02

Tal como se observa en el andamio PCH20CXT, la interaccién con el agua no solo
modifica la deformacion por compresion debido a la cantidad de agua libre en la
estructura porosa, sino que también disminuye sus propiedades mecanicas a cambio de
un incremento en la tenacidad (Tabla 6.5). Durante las 72 horas de inmersion, este
denominado efecto “barrera”, que corresponde a la interaccion del CS con el PLA,
mantiene las propiedades mecanicas constantes, al mitigar el efecto de la degradacion

hidrolitica [408].

A pesar de la presencia de las interacciones entre el PLA y el CS, la degradacion
hidrolitica se puede observar tras 168 horas de inmersion con el SBF, ya que la cantidad
de agua que puede retener disminuye, reflejando una reducciéon en su deformacion
maxima por compresion, que pasa de aproximadamente 1.5% a 0.9% (la menor
disminucién del trio de andamios). Comparado con el andamio PCH20CX, la integracion
del CS reduce significativamente la deformacion residual, pasando de un 24.7% a un

16.6%.
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La posible biomineralizacién debido a la difusioén de los iones a lo largo de la superficie
del hidrogel actuarian como refuerzo en las propiedades mecanicas del hidrogel. No
obstante, aunque la formacién de estos cristales en el hidrogel proporcione un efecto
de refuerzo mecanico, su contribucién puede no ser tan significativa como para imitar

con mayor medida la degradacion.
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Figura 6.21. Curvas de esfuerzo deformacion del andamio multicapa PCH20CXT-

0.5%CS, a lo largo de una semana de inmersion en SBF.

Al comparar las propiedades mecanicas de los dos andamios que contienen condroitin
sulfato (CS), se esperaria que, al duplicar la concentracion de CS, las caracteristicas
mecanicas serian superiores (Figura 6.21). De la misma forma que en resultados
anteriores, obtener un resultado contrario al esperado, ya no resulta sorprendente. La

reduccion en las propiedades mecanicas de los andamios PCH20CXT-0.5%CS (Tabla
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6.6) se debe principalmente a la variacién en las interacciones del complejo
polielectrolitico [362]. Estas interacciones heterogéneas incitarian la formacién de
zonas con una mayor proporcion de porosidades y zonas con una menor proporciéon o
sin la presencia de porosidades, resultando en la disminucién de los médulos elasticos
y la estabilidad mecanica [375]. Por otro lado, el aumento observado en la tenacidad se
atribuye a una mayor capacidad de retencién de agua libre, propiciada a su vez por el
incremento en la concentracién de CS y, por ende, de cargas negativas que tienden a

aumentar la capacidad higroscépica del andamio [237].

Tabla 6.7. Resumen de las propiedades mecdnicas del andamio PCH20CXT-0.5%CS a lo

largo de 7 dias de inmersion.

Puntos temporales de muestreo
Parametros mecanicos
Seco Dia 1 Dia 3 Dia 7
Médulo CMC (MPa) 15.1£0.5 0.2 +0.04 04+0.1 0.6+0.1
Médulo PLA (MPa) 14.2 £ 0.1 1.7+0.6 2.4 +£0.02 4.6 £0.4
Tenacidad (M]/m?3) 0.7+0.1 0.7+0.1 0.8 +0.002 0.5+0.03
Deformacion residual (%) 6.7 £0.7 143+0.8 | 19.1+£0.001 | 35.8+2.7

A pesar de este contratiempo causado por el exceso de CS, la presencia de una mayor
concentracion de CS, formaria regiones con una mayor cohesién en su estructura que,
combinada con la generaciéon de una mayor cantidad de cristales de HAp debido a la
gran difusion de los iones en la estructura del andamio, mejorando en promedio las
propiedades mecanicas del andamio, como se observa en los resultados de las muestras
a lo largo de los tres puntos posteriores de evaluacion (24, 72y 168 horas) (Tabla 6.7).
Sin embargo, las regiones con una menor cantidad de CSy, por lo tanto, con porosidades
de mayor tamafo, propician en mayor medida la degradacion hidrolitica [425], tal como
se observa en la reduccion de la deformacién maxima de compresion en el dia 7 y en el

aumento de la deformacion residual del andamio.
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Aunque de acuerdo con las investigaciones de Khairunnisa-Atiqah et. al. [196], el uso
de CMC entrecruzado con AC para conformar una estructura de varias capas reduce
gradualmente las propiedades mecanicas de los andamios, la conformacién de la
estructura propuesta en este trabajo parece contradecir estos resultados. La
incorporacién del CMC al PLA mejora la estabilidad mecanicas de los andamios.
Ademas, mediante el uso de baja concentracion de CS, aumenta mas este parametro
mecanico, ya que el CS actia como un mediador que incentiva la formacién de nuevos
cristales de HAp, al mismo tiempo que aumenta la cohesién entre cada una de las

secciones del PLA, mitigando su degradacion hidrolitica.

6.2.2.4 Andlisis por Difraccion de Rayos-X (DRX)

La caracterizacion superficial de las posibles estructuras cristalinas que se forman a lo
largo de la matriz polimérica de los andamios multicapa durante la exposicion continua
por 168 horas a una solucion de SBF, asi como de las posibles interacciones del CS con
las estructuras cristalinas tanto del PLA como del CMC durante el mismo periodo de
tiempo que los andamios estuvieron en inmersion, fueron obtenidas mediante la
difracciéon por rayos-X. La Figura 6.22 muestra los difractogramas de la seccion
transversal de cada uno de los andamio multicapa, asi como el difractograma del PLA

cargado con HAp (PLA HA) el cual, para fines de este analisis se utilizé6 como blanco.

En primer lugar, se puede observar que la sefnal del andamio PLA HA presenta
caracteristicas poco usuales en un polimero, ya que su difractograma muestra una
mayor incidencia de estructuras ordenadas, destacando picos a 16.6°, 18.9°y 22.3° en
26, que son caracteristicos de la fraccion cristalina del PLA, como se ha informado en
los resultados obtenido por Cherif et al. [426]. Este comportamiento parece ser el

mismo para los andamios multicapa.
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Figura 6.22. Difractogramas de los andamios multicapa tras 7 dias de inmersion en SBF

en contraste con PLA cargado con HAp.

Aunque los picos relacionados con el PLA son los mas prominentes en el difractograma,
también se pueden observar picos con menor intensidad. Estos picos a 11.7°, 21.6°,
31.7° y 45.4° en 26 corresponden a los planos (100), (200), (211) y (203) de la
estructura cristalina de la hidroxiapatita con un sistema hexagonal segun la tarjeta 01-
074-0566 de la ICCD. Estos resultados concuerdan con investigaciones previas de
Alexopoulou et al. & Nanaki et. al. [427,428], donde se encontraron cristales de

hidroxiapatita (HAp) en la matriz polimérica de los andamios estudiados.

Es posible que la mayor presencia de fraccion cristalina en los polimeros que componen
el andamio multicapa sea el resultado de los métodos individuales utilizados para
procesar cada seccién del andamio, asi como la presencia de HAp en la estructura

cristalina debido a la exposicion a la solucion SBF durante 7 dias.
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E1 CS, con sus grupos sulfato desprotonados (-0-S03°) y carbonilo (-COO-), puede actuar
como generador de sitios de nucleacion para la formacion de cristales de HAp [429].
Estos sitios ofrecerian puntos de unién para que los iones de calcio y fosfato, presentes
en la solucién SBF, se unan y comiencen a formar estas estructuras cristalinas. Esto
implica que la presencia de concentraciones de CS, por debajo de 0.5%, en la estructura
de los andamios generaria una mayor cantidad de cristales de HAp [430], tal como se
observa en la Figura 6.22, donde se incrementa la intensidad de los planos
correspondientes a la HAp. Este comportamiento podria ocurrir no solo en las
condiciones de la solucion SBF, sino también en ambientes acuosos con una
concentracion de iones de calcio y fosfato libres [431], tal como el exhibido por el
analisis EDS (Figuras 6.9, 6.12 y 6.15), lo que hipotéticamente seria suficiente para

generar estas estructuras cristalinas.

Al observar detenidamente el conjunto de difractogramas, se nota que la incorporacion
del CS no solo actia como agente de nucleacion, sino que también el efecto de
complejacion polielectrolitica entre el CS y el PLA, a bajas concentraciones de CS
(0.25%), podria modificar la disposiciéon de la estructura cristalina del PLA. Esta
aseveracion se basa al observar los picos del PLA, que pasan de 16.6°, 18.9°y 22.3° a
16.8° 19.1° y 22.5°, respectivamente, generando un desplazamiento de 0.2° en todos
los planos, indicando que a una concentracion de 0.25% de CS, hay interacciones de
origen electrostatico que modifican la disposicion de las cadenas poliméricas en el
andamio [432]. Sin embargo, al observar el difractograma del andamio PCH20CXT-
0.5%CS, no se observa este desplazamiento de 0.2° en los planos de 16.6° y 18.9°,
aunque el pico a 22.3° permanece en la posiciéon de 22.5°. Esto sugiere de manera
contundente, que las interacciones entre el CS y el PLA disminuyen cuando se
incrementa la concentracién de CS al 0.5%, por el efecto de “auto-complejaciéon” que

exhibe el CS.
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6.2.3 Actividad metabdlica y expresion génica de Células Madre Mesenquimales

(CMM) posterior a la incorporacion de CS en los andamios multicapa.

6.2.3.1 Respuesta citotoxica y desempeiio metabdlico.

Al crear un biomaterial, una de las consideraciones principales es el posible efecto
citotoxico, tanto de la interaccion inicial de las células con el material como de los
productos finales durante y después de la continua degradaciéon del andamio en las
condiciones de crecimiento celular [433,434]. El andlisis AlamarBlue™ es clave para
observar estos efectos. La Figura 6.23 muestra cualitativamente a lo largo de 7 dias, el
porcentaje de viabilidad de las CMM en cada capa que conforman a los andamios
multicapa y el recubrimiento del CMC entrecruzado con el 20% de AC, que funcionan
como blanco. También se presentan los andamios multicapa con concentraciones de
0%, 0.25% y 0.5% de CS en el hidrogel de CMC. Destaca que todas las muestras exhiben
una viabilidad celular superior al 75%, considerado bajo la norma ISO 93195 [188],
indicando una baja respuesta citotdxica, a pesar de utilizar un concentracion del 20%
(p/p) de AC [360]. Sin embargo, con el tiempo se nota una reduccion de la viabilidad

celular, especialmente en el andamio PCH20CXT-0.5%CS.
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Figura 6.23. Comparativa del efecto citotoxico de los andamios multicapa mediante el

andlisis colorimétrico AlamarBlue™. *(p>0.01).
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Aunque se esperaria que un aumento en la concentraciéon de CS aumentara la viabilidad
celular, el efecto de “auto-complejacion” del CS le confiere una mayor susceptibilidad a
la degradacién hidrolitica en el andamio [435], afectando significativamente la
viabilidad celular, disminuyendo del 98% al 77% después de 7 dias de contacto con el
medio de cultivo. Ademas de la degradacion hidrolitica, otros factores también podrian

estar afectando la viabilidad celular en el andamio PCH20CXT.

Para que las células proliferen en un andamio, se requiere que este proporcione
factores como estabilidad mecanica y una superficie modificada quimica o fisicamente
que promueva la adhesién celular [436]. La auto-complejacién del CS podria formar
barreras fisicas que dificulten la adhesién celular, limitando la capacidad de
propagacion y colonizacién celular [437]. Ademas, como se observa en la Figura 6.23,
esta autoagregacion podria interferir en la funcién celular, alterando el entorno
quimico circundante, incluyendo el pH y la concentracion de iones [438], generando
mayor toxicidad con el aumento de la concentracion de CS a partir del 0.5% (p/p) de

CS.

La tincion con DAPI de las células después de 7 dias de contacto con cada andamio
(Figura 6.24) ofrece informacion visual que ayuda a confirmar la presencia de células
en fase de apoptosis, identificando el material genético fragmentado, mediante

microscopia de fluorescencia [335].

Al comparar los resultados obtenidos indirectamente de la metodologia AlamarBlue™
con la fluorescencia observada en las Figuras 6.24 A-C, es notable la casi nula presencia
de células condensadas en apoptosis, que exhiben un color azul brillante, tal como lo
describe Sharma et. al. [424]. Este comportamiento indica, tanto visual como
cualitativamente, el bajo efecto citotéxico de los andamios considerado como muestra
blanco, en las CMMP. No obstante, el andamio ADF10CX (Figura 6.24D), ademas de las
células en estado de apoptosis, también muestra estructuras de mayor tamafno que las
células sin morfologia definida que igualmente exhiben esta misma fluorescencia azul

brillante.
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Figura 6.24. Fluorescencia azul de las células tefiidas en su nticleo. A)ADF10CX, B)PLA
3D, C)PLA EH, D)PCH20CXT, E)PCH20CXT-0.25%CS, F)PCH20CXT-0.5%CS.

Al no existir informaciéon en la literatura sobre alguna evidencia de la respuesta
fluorescente a 450 nm por parte de ninguno de los materiales base. Es posible que
algunas secciones desprendidas del CMC hidratado, que conforma el andamio ADF10CX
hayan retenido en su estructura, debido a sus propiedades hidrofilicas [161], una
cantidad de la solucion con DAPI utilizada para teiir las células, mostrando este

respuesta en azul brillante, similar a la que se observo en las células. Esta respuesta
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fluorescente, se podria considerar como evidencia de la degradacién hidrolitica que

experimentan los andamios, especificamente el hidrogel de CMC.

Al incorporar una concentracién de CS en los andamios multicapa (Figura 6.4 E-F), su
efecto en la induccién de muerte celular corresponde a lo observado en la viabilidad
celular (Figura 6.23). Sin embargo, se observd el mismo efecto de degradacion
hidrolitica a medida que la concentracién de CS aumenta, destacando sobre todo la
presencia de una mayor cantidad de seccién sin morfologia definida en el andamio
PCHZ20CXT-0.5%CS (Figura 6.24F) corroborando de manera visual, los resultados en la
capacidad de hinchamiento y compresién mecdanica al dia 7 de exposicion. Se esperaria
que este mismo comportamiento se observara también en la fluorescencia del andamio
PCH20CXT, sin embargo, debido a la ausencia de CS, las interacciones i6nicas podrian
no surgir entre los andamios, por lo que los materiales se disolverian mas facilmente,

en lugar de generar las secciones observadas con anterioridad.

Respecto a los productos finales de su degradacién como se observa, no presentaron
ninglin problema que disminuya la viabilidad celular, ya que al degradarse generan
principalmente azucares sencillos, provenientes de los polisacaridos (CS y CMC), ACy
acido lactico, por parte del PLA [439]. En el cuerpo humano, los azdcares pueden ser
aprovechados mediante la glucoélisis [440], mientras que el acido citrico se absorbe en
el duodeno y se metaboliza en el higado a través del ciclo de Krebs [145]. Del mismo

modo, el acido lactico se degrada en CO2 y agua mediante el ciclo de Cori [441].

La Figura 6.25 muestra la actividad metabdlica de las células CMM medida
directamente a través del ensayo AlamarBlue™ en cada punto temporal. En general, la
mayoria de los andamios exhiben actividad metabdlica a lo largo de la semana de
evaluacion. Sin embargo, al realizar una comparaciéon de los andamios control que no
contienen en su estructura el hidrogel del CMC con los que si lo incluyen, se evidencia
una diferencia significativa en la supervivencia y el crecimiento celular, debido al
microambiente que proporciona el hidrogel [168]. Si bien, estos resultados indican que
cada andamio control por si mismo proporciona condiciones para el crecimiento y la

proliferacion celular, su combinacién genera un ambiente con mejores condiciones
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quimicas y morfoldgicas, que incentivan sustancialmente esta actividad metabdlica a

largo plazo [112,372-374,442,443].

1.5x104

5x103 = Il ‘|\ " | |
0=
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PLA EH
ADF10CX
CMC20CX
PCH20CXT

PCH20CXT-
0.25%CS

PCH20CXT
-0.5%CS

-—4'*

Actividad Metabolica (RFU)
I 0 fgnRnli

Figura 6.25. Comparacion de la actividad metabdlica de las CMM entre los grupos de

control y los andamios multicapa. *(p>0.01).

Este efecto de sinergia entre andamios con diferentes caracteristicas superficiales,
junto con las propiedades de quimica superficial que provee el hidrogel de CMC, genera
un aumento en la actividad metabolica del andamio PCH20CXT. Aunque al inicio del
ensayo no parece haber una diferencia significativa al introducir el CS en los andamios,
esta situacion cambia con el tiempo. Al evaluar la actividad metabdlica en los dias 3y 7,
se observa claramente el efecto del CS sobre la proliferacion celular. EI CS podria
modular la adhesion celular y la interaccidn con células vecinas mediante la interaccion
ionica con sitios especificos en las integrinas de la membrana celular [444]. Al mismo
tiempo, podria estimular la actividad de quinasas [445], inducir la producciéon y
liberacion de factores de crecimiento [446,447], y regular la expresion de genes que
promuevan la transicion del ciclo celular desde la fase GO/G1 a la fase S [448]. Esto
aumentaria la actividad metabolica de las células madre mesenquimales (CMM) y, por

lo tanto, garantizaria una mayor proliferacion celular a lo largo del andamio.
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Aunque las condiciones proporcionadas por el andamio multicapa PCH20CXT
incentivan la adhesién y proliferacién celular, aumentando la actividad metabdlica, la
reduccion en la capacidad de hinchamiento y la disminucién en la estabilidad mecanica
debido a la degradacion hidrolitica limitan la proliferacion celular y, por ende, reducen

la actividad metabdlica.

A pesar de que tanto el andamio PCHZ0CXT como el PCH20CXT-0.5%CS presentan una
disminucién en su estabilidad mecanica y su capacidad de hinchamiento debido a la
degradacion hidrolitica, su actividad metabdlica es completamente diferente. La “auto-
complejacion” del CS limitaria la interaccion entre las células y la superficie, reduciendo
la adhesion celular, la capacidad de migracion y proliferacion [437], lo que se refleja en
la disminucién de la actividad metabdlica a lo largo de los dias, de manera similar a su

viabilidad celular.

6.2.3.2 Evaluacion de las propiedades de induccién condrogénica de los andamios

mediante qRT-PCR

La técnica Cuantitativa de Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (qRT-
PCR, por sus siglas en inglés), permite un evaluacion precisa sobre la capacidad de los

andamio multicapa para inducir la condrogénesis.

Si bien el gen Shh desempefia un papel crucial en la especificaciéon de las células
precursoras hacia el linaje condrogénico, este resulta ser un factor de sefializacion que
se expresa tempranamente, tal como lo menciona Yoon et. al. [449], por lo que su nula
identificacidon tras una semana de interaccion de las células con el andamio resulta
congruente; sin embargo, se esperaria que pudiera ser detectado en los primeros dias
del experimento. A pesar de no observar la expresion del factor se sefializaciéon Shh, su
presencia en la superficie celular permite la expresion del factor Sox9, un factor de

transcripciéon maestro para la formacion de condrocitos [450].

Al observar las curvas de amplificacion de la Figura 6.26, se pueden distinguir
claramente las fluctuaciones aleatorias en las sefiales a medida que el proceso de

amplificacion transcurre. Las interferencias o errores en el proceso de amplificacién del
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PCR pueden causar picos y valles irregulares en la curva dando lugar a la sefiales que

suben y bajan de manera no sistemadtica en lugar de una amplificacién uniforme y

gradual en la sefial a medida que avanza el ciclo [451]. Si bien, en ocasiones el ruido

puede dar lugar a una amplificacién tardia de la sefial, afectando la eficiencia de la

amplificacion, el uso de un control negativo (sin cDNA) nos da la certeza de corroborar

que las sefiales de expresién para Sox9 se encuentran por encima del ruido de fondo.

Por lo tanto, se podria establecer que la expresion del factor maestro de transcripcion

Sox9 es un claro indicativo de que el microambiente generado por 6 de las 7 muestras

analizadas proporciona las condiciones fisicoquimicas y mecanicas para que las CMM

se dirijan hacia una diferenciacién de un linaje condrogénico.
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Figura 6.26. Representacion grdfica de la curva de amplificacién del gen Sox9,

expresado al final del proceso de evaluacion en los diferentes andamios.

No obstante, es importante considerar que la expresién génica es un proceso altamente

regulado y dependiente de una serie de factores, en los que se incluye la fase del ciclo

celular [452,453]. Al tener un cultivo celular primario asincrono, como en este caso, las
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células sembradas con diferentes fases del ciclo celular pueden mostrar niveles
variables de expresidn génica tras la exposicion a los diferentes andamios [454]. Por lo
que, a pesar de poder obtener el valor del umbral promedio (Cq) y generar una
comparacién entre cada una de las curvas de amplificacién, no se podria indicar de
manera precisa el efecto cualitativo o cuantitativo de las variaciones fisicoquimicas de

cada uno de los andamios sobre las curvas de amplificacidn génica de las CMM.

1 6x10° Control
~——— PLA EH
_ CMC20CX
gj  a10¢ PCH20CXT
= ~— PCH20CXT-0.25%CS
2
3
B 1.2x10% +
E COL2A1
1.0x10*
8.0x10° - - - l' ' ' ' '
0 10 20 30 40

Ciclos

Figura 6.27. Representacion grdfica de la curva de amplificacion del gen Col2al,

expresado al final del proceso de evaluacion en los diferentes andamios.

En el proceso de condrogénesis, 1a expresion de Col2al (Figura 6.27) es crucial para la
formacién de la matriz extracelular (MEC) y la posterior adhesion celular en la
estructura 3D del colageno [455], principal proteina estructural del cartilago hialino
[3]. Col2al se emplea como marcador temprano en las fases iniciales de la formacién
del tejido cartilaginoso [456]. Aunque se observa una reduccion en las fluctuaciones, la

presencia de picos irregulares en las curvas, similar al gen Sox9, revela posibles

pag. 191



problemas en el proceso de amplificacion. A diferencia de Sox9, Col2al solo se expresa
en 4 de las 7 muestras analizadas: PLA EH, CMC20CXT, PCH20CXT y PCH20CXT-
0.25%CS.

Uno de los factores que puede contribuir a esta discrepancia en la expresion de los
genes, es la regulacion temporal especifica [457]. En este caso, al tener un cultivo inicial
donde las células individuales pueden estar en diferentes fases del ciclo celular
(asincrono), éstas pueden estar experimentando diferentes procesos metabélicos y
eventos de regulacion génica, generando una variacion en la expresién del gen Col2al.
No obstante, otros factores necesariamente deben estar cooperando en esta
discrepancia, como por ejemplo la ausencia de proteinas morfogénicas de hueso (BMP,
por sus siglas en inglés), u otros factores de transcripcion como Sox5 o Sox6, al igual

que las diferencias en el microambiente de cada uno de los andamios [458].

La zona media del cartilago, representada por el andamio PLA EH, mayormente
compuesta de MEC con colageno tipo II, actia como regulador positivo para las células
madre progenitoras condrogénicas (en este caso las CMM), expresando COL2A1 con
éxito, segin resultados de Ahmed et al. [459]. El hidrogel de CMC proporciona una
estructura tridimensional (3D) que imita la MEC, induciendo la diferenciacién hacia el
linaje condrogénico, ya que las células madre responden a sefiales mecanicas y
topolégicas [460]. Dado que los andamios multicapa estan mayoritariamente
compuestos por PLA EH y el recubrimiento de hidrogel de CMC, no sorprende que
exhiban expresion de Col2al. Aunque no se puede establecer una correlaciéon directa
entre la concentracién de condroitin sulfato (CS) en los andamios multicapa y la
expresion de Col2al, es interesante notar que el andamio PCH20CXT-0.5%CS no
muestra expresion de este gen, pero si el andamio PCH20CXT-0.25%CS, a pesar de no

expresar el gen Sox9.

Alo largo del tiempo, se ha demostrado que el CS tiene multiples efectos positivos en la
condrogénesis, imitando las condiciones fisiolégicas de la MEC y estimulando la
formacién del tejido cartilaginoso [461]. Aunque la presencia de CS en el andamio
PCH20CXT-0.5%CS podria crear un microambiente propicio para la activaciéon de Sox9,

la auto-complejacion y la degradacion hidrolitica reducen la superficie y estabilidad,
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afectando la adhesion celular, la proliferacidn y la expresion génica de Col2al, limitando
la diferenciaciéon avanzada de los condrocitos. Por su parte, la expresion del gen Col2A1
sin la identificacién del gen Sox9 en el andamio CPH20CXT-0.25%CS, podria atribuirse
al estado de la diferenciaciéon en la que se encuentran las CMM; ya que el Sox9, al ser
también un gen de expresién temprana [462], podria ya no expresarse en este punto

temporal.

Por otro lado el agrecano, que codifica la el gen Acan [463], es un componente
importante de la matriz extracelular (MEC) al mantener la integridad y funcionalidad
al mismo tiempo que regula la hidrataciéon de la MEC [464]. Acan se expresa a medida
que los condrocitos contintian su maduracion y secreciéon de matriz extracelular, lo que

ocurre en etapas posteriores del desarrollo del cartilago [465].

Al observar las curvas presentes en la Figura 6.28, es innegable notar el mismo
comportamiento en la variacién de la intensidad de la fluorescencia durante el proceso
de amplificacién para el Acan. A pesar de mostrar este mismo comportamiento en la
forma de las curvas de expresion para Sox9, no parecer ser el mismo caso para el
numero total de muestras que expresan el morfégeno Acan, ya que, de las 7 muestras
testeadas solo 3 de ellas lo exhiben. No obstante, a diferencia del andamio multicapa
PCH20CXT-0.25%CS, las otras dos muestras restantes no presentan de manera

simultanea la expresion de Col2al y Acan.
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Figura 6.28. Representacion grdfica de la curva de amplificacion del gen Acan,

expresado al final del proceso de evaluacion en los diferentes andamios.

De entre las tres muestras que expresan ACAN, el andamio PLA 3D presenta el caso
mas particular, ya para este andamio en concreto no se observo la expresion de SOX9
ni de COL2A1. Es posible que para este caso esté ocurriendo una regulacion diferencial
del gen ACAN en respuesta a sefiales especificas del entorno generado por la morfologia
del andamio procesado por impresidon 3D. Sin embargo, no se descarta su expresion
debido la regulacion por Bmp-2 o por los factores de transcripcion Sox5 y Sox6. Por su
parte el andamio ADF10CX parece proveer no solo las condiciones de quimicas, sino
también estructurales para promover la expresion del gen Sox9 y posteriormente Acan

en las CMM.

En las articulaciones, la zona superficial del cartilago proporciona un deslizamiento
suave, al mismo tiempo que le otorga cierta elasticidad [61]. Ambas caracteristicas

distintivas son propiciadas tanto por la abundante cantidad de fibras de colageno como
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por la presencia de condrocitos que expresan proteoglicanos [63,64]. Si bien, el objetivo
principal del andamio PLA 3D es emular esta zona superficial al proporcionar una
estructura similar a las fibras paralelas de colageno, la falta de expresién de Sox9 en
conjunto con Col2al, excluyen no solamente la presencia de coldgeno que sustituya la
estructura del PLA 3D tras su degradacion, sino también no es posible asegurar con

estos marcadores génicos el linaje especifico de estas posibles células diferenciadas.

Caso contrario del andamio ADF10CX, que con la expresion de Sox9 podemos estar mas
seguros de que las CMM se diferenciaron a una etapa temprana de la condrogénesis.
Ademas, tal como se describe en la literatura, la zona profunda que pretende simular el
andamio ADF10CX, que esencialmente se compone de proteoglicanos [3]. Indicando de
esta manera, que probablemente las condiciones morfolégicas propiciadas por la
técnica de procesamiento FDLP generaron el microambiente que promovié la
condrogénesis y posteriormente la sintesis de acido hialuronico por parte de las células

diferenciadas.

Por la su parte, el andamio PCH20CXT-0.25% se propone como el candidato ideal, ya
no solamente expresa de manera efectiva Sox9 y Col2al, sino también se observa la
expresion del Acan. Con base en los resultados anteriores se podria suponer que la
composicion de los andamios multicapa generaria en todos los casos una respuesta por
parte de los tres principales genes monitoreados durante la condrogénesis; sin
embargo, este comportamiento se observa Unicamente en el andamio PCH20CXT-
0.25%CS. A pesar de que por si solos, tanto el andamio PLA 3D, como el ADF10CXT
generan la expresion del Acan, la combinacién de su menor porcentaje de participacion
en el andamio y la variabilidad en el grosor del andamio ADF10CX, podrian ser factores
diferenciales al momento de evaluar la expresion génica de su conjunto. De esta
manera, se podria suponer que la expresion génica del Acan en el andamio PCH20CXT-
0.25% podria ser modulada a través de la concentracién de CS presente en el hidrogel
que cubre la matriz polimérica mediante su interaccién con receptores de superficie
celular o factores de crecimiento sintetizados por las mismas células ya diferenciadas

[466,467].
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Al observar la Figura 6.28 es notable el cambio drastico en el comportamiento de la
curva de amplificacion de Runx2, donde se utilizaron sondas TaqgMan, al compararla
con las curvas de amplificaciéon de los morfégenos (Sox9, Acan y Col2al) donde se
utiliz6 el tinte SYBR-Green. Este resultado sugiere que, si bien la eleccién del tinte SYBR-
Green para los genes mencionados permite la identificaciéon de varios genes a un bajo
costo [468], la baja especificidad sobre las cadenas de ADN complementario que ofrece
SYBR-Green evidencia posibles contaminaciones o malas praxis durante la extraccion

del ARN total de las CMM en los andamios tras 7 dias de evaluacion [469].

En general, el comportamiento mostrado por la mayoria de los andamios, destacando
al PCH20CXT-025%CS, podria asegurar la formacién y el mantenimiento del tejido
cartilaginoso a lo largo del tiempo [443,470]; sin embargo, la identificacion del gen

Runx2 en todas las muestras podrian indicar todo lo contario (Figura 6.29) [471].

3.0x10°
Control
25x105{ =—PLA 3D
) PLA EH
©  5oxi05d —ADF10CX
% e CMC20CX
B o PCH20CXT
o = PCH20CXT-0.25%CS
o —— PCH20CXT-0.5%CS
S 1.0x10° -
L
5.0x10% - RU NX2
0.0 =
0 10 20 30 40

Ciclos

Figura 6.29. Representacion grdfica de la curva de amplificacion del gen Runx2,

expresado al final del proceso de evaluacion en los diferentes andamios.

pag. 196



Tal como Bmp-2 juega un rol importante en la expresion de Sox9 durante el inicio de la
condrogénesis [472], el factor de diferenciacién temprano Bmp-4 conduce la formacion
de hueso actuando como inductor inicial para la expresiéon de genes especificos de
osteoblastos [473], como Runx2, que regulan la formacion y mineralizacién del hueso
[474]. Si bien este comportamiento se esperaria en las muestras que contienen
hidroxiapatita (HAp) en su estructura (ADF10CX, PCH20CXT, PCH20CXT-0.25%CS y
PCH20CXT-0.5%CS), la identificacion en todas las muestras analizadas, con una
diferencia de casi dos 6rdenes de magnitud en la intensidad de la fluorescencia, podria
sugerir una diferenciacion hacia un linaje mayoritariamente osteogénico [475,476], a
pesar de la restriccion en las comparaciones que establecen las condiciones

experimentales.

A pesar de que, en un inicio, los andamios multicapa proporcionen las condiciones
quimicas y estructurales para incentivar la condrogénesis, si los niveles de expresion
del gen Sox9 son bajos, generalmente por efecto de la regulaciéon negativa de la via de
sefalizacion SmadZ2/3 propiciada por la baja o nula traduccién de estimulos celulares
por parte de la proteina quinasa activada por mitégeno p38 (MAPK p38, por sus siglas
en inglés) [477], Bmp-4 activa la via se sefializacion Smad1/5/8 que propicia la
expresion de marcadores hipertroficos como Runx2, promoviendo la diferenciacion
osteoblastica [450], tal como se observa al séptimo dia de interaccién de las CMM con
los distintos andamios. Si bien, algunos estudios sugieren que la introduccion de CS en
los andamios reduce la expresion de marcadores hipertroficos [478,479], la generacidn
solo de estrés osmotico estatico por parte de las cargas negativas que presenta una
concentracion el CS, no resultan ser suficiente para evitar la hipertrofia del linaje
condrogénico [480], por lo que necesariamente se tendria que considerar la aplicacion
de un estimulo de carga mecanica que genere cambios dinamicos en la osmolaridad del
andamio y, por ende, un aumento en la actividad de MAPK p38 sobre la via se
sefializacion SmadZ2/3, inhibiendo asi la hipertrofia de los condrocitos, tal como lo

describio6 Aisenbrey et. al. [481].
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6.3 Notas finales del capitulo

La propuesta de incorporar concentraciones por debajo de 0.5% (p/p) de condroitin
sulfato (CS) a la estructura, junto con el tratamiento térmico no sélo reduce la cantidad
minima necesaria para inducir una respuesta en las células, sino también mitiga
posibles repercusiones en el desempefio del andamio multicapa en ambientes
biologicos. Aunque se requiere un analisis mas detallado sobre la naturaleza de las
interacciones que puede generar el CS, su interaccidn con la estructura del PLA modifica
de manera positiva las propiedades generales de este polimero termoplastico para

inducir esta respuesta favorable en las células madre mesenquimales (CMM).

En términos generales, este comportamiento sugiere que la mayoria de los
componentes que constituyen los andamios multicapa, asi como el andamio en si, crean
condiciones las superficiales, mecanicas y morfoldgicas para que las CMM expresen el
factor de diferenciacién condrogénico Sox9 y posteriormente Col2al y Acan, a pesar de
la ausencia de factores de crecimiento transformadores (Tgf-B). Sin embargo, es
necesario un analisis mas detallado de la calidad de las materias primas, asi como
considerar la opcién de incorporar metodologias que consideren el uso de estimulos
externos de compresion mecanica para mantener un fenotipo estable a lo largo del

tiempo.
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CAPITULO 7. Conclusiones generales

7.1 Conclusiones generales

Este extenso trabajo de investigacion ha explorado diversas facetas del desarrollo y
evaluacion de andamios poliméricos multicapa con aplicaciones en ingenieria de tejidos
(IT). La combinaciéon de PLA con CMC, junto con acido citrico, ha demostrado la
capacidad de generar estructuras 3D que simulan un microambiente propicio para

aumentar la actividad metabdlica de las células madre mesenquimales (CMM).

El andlisis integral de los andamios poliméricos multicapa ha revelado contribuciones
significativas, destacando la identificacion de factores clave que afectan la respuesta
celular. Entre estos factores, se observo que la incorporaciéon de condroitin sulfato (CS),
con la metodologia planteada, influye directamente en las propiedades mecanicas y
fisicoquimicas de los andamios, especificamente sobre el PLA, subrayando la
importancia de encontrar un equilibrio en sus concentraciones para evitar efectos

adversos.

La comparacion entre las técnicas de procesamiento, entre las que se encuentran el
electrohilado (EH), la impresién 3D y la fundicién por disolventes (FDLP), ha revelado
ventajas y desafios especificos para cada método, sugiriendo la posibilidad de
aprovechar estas técnicas de manera complementaria para optimizar las propiedades
deseadas. La optimizacién de protocolos de lavado ha mejorado la viabilidad celular,
aunque se reconoce la necesidad de abordar otros parametros, como el grado de
entrecruzamiento y la reduccién de la concentracion del hidrogel, para asegurar un

desemperfio biol6gico superior.

En el Ambito de la ingenieria de tejidos (IT), se obtuvieron resultados significativos, ya
que, mediante técnicas sencillas de procesamiento, como EH, impresion 3D y FDLP, se
permiti6 controlar con precision la morfologia y topologia de los andamios. La
caracterizacion detallada, mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), ha proporcionado

informacion valiosa sobre la superficie y composicion quimica de los andamios,
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respectivamente. La incorporacién de agentes bioactivos, como la Hidroxiapatita
(HAp), harepresentado un paso adicional hacia la mejora de las propiedades mecanicas

y bioactivas, abriendo perspectivas prometedoras en regeneracidn tisular.

En cuanto al estudio de la capacidad de los andamios multicapa para inducir la
condrogénesis, se ha explorado de manera exhaustiva empleando la técnica
cuantitativa de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QRT-PCR) como
principal herramienta de evaluacién molecular. La deteccion de la expresiéon la
expresion de SOX9, y la exploracién detallada de marcadores como COL2A1 y ACAN han
proporcionado una comprension mas profunda de los mecanismos moleculares
involucrados en la condrogénesis. Sin embargo, la identificaciéon del gen Runx2 mostré
las limitaciones de estos andamios al simular el tejido cartilaginoso, estableciendo que
es necesario considerar parametros adicionales para asegurar la estabilidad del
fenotipo durante la formacién in vitro y en un futuro, in vivo, del tejido cartilaginoso

hialino.

Este trabajo no solo contribuye al conocimiento fundamental en el campo de la IT y la
medicina regenerativa, sino que también abre nuevas vias para el disefio y optimizacién
de andamios biomiméticos con aplicaciones potenciales en medicina regenerativa y
terapia tisular. Los resultados obtenidos refuerzan la importancia de considerar de
manera integral factores quimicos, mecanicos y bioldgicos en el disefio de andamios

poliméricos multicapa para aplicaciones biomédicas e ingenieria de tejidos.

7.2 Contribuciones de esta tesis

Hasta donde es del conocimiento del autor, las contribuciones de esta tesis son las

siguientes:

*» Por primera vez se utilizaron, en su mayoria, materiales denominados como
« : : ”n . =7 .
materias primas”, como reactivos base para la conformacién de los andamios
multicapa, obteniendo un buen desempefio biol6gico con base en normativa

internacional de calidad.
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Se desarrollé e implementé metodologia innovadora para conformar el andamio
multicapa a partir del manejo de técnicas de bajo costo y de facil acceso.

Se establecio el efecto positivo de la estructura multicapa estratificada sobre el
desempeifio biologico de al menos dos tipos de lineas celulares, destacando su
injerencia sobre las células madre mesenquimales en ausencia de factores de
crecimiento externos.

Por primera vez, se sentaron las bases sobre las interacciones entre el CS y
estructuras de PLA con morfologia tipo fibra, asi como su efecto en el desempefio
general de un andamio multicapa expuesto a condiciones biolédgicas.

A diferencia de lo mostrado en la literatura, se establecié que una concentracion
mas baja al 1% CS, también genera una respuesta biologica favorable en la

diferenciacion de células madre hacia condrocitos.

7.3 Productos cientificos

7.3.1 Asistencia a congresos

Aceptados para presentacion oral

G.A. Sanchez-Vega, V.A. Escobar-Barrios. PLA-CMC crosslinked polymeric composite with

potential use as scaffold for cell growth. XXXV Congreso de la Sociedad polimérica de

México, del 17 al 21 de octubre del 2022 en Monterrey, Nuevo Leén, México.

G.A. Sanchez-Vega, Luz Eugenia Alcantara-Quintanilla, V.A. Escobar-Barrios. Influence of

Additive Manufacturing Techniques and Polymer Blends in Chondrogenesis: A Study of
Multilayer Scaffold based on PLA-CMC in Human Mesenchimal Stem Cells . XXXIX

International Conference of the Polymer Processing Society, del 19 al 20 de mayo del

2024 en Cartagena de Indias, Colombia.

7.3.2 Acuerdos generados

Se realizé, hasta donde tiene constancia el autor, el primer y unico acuerdo

internacional entre el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica
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(IPICYT) y el departamento de Quimica, Ingenieria en Materiales e Ingenieria Quimica
“Guilio Natta”, perteneciente al Politécnico de Milan. Este acuerdo se realiz6 con el
objetivo de la realizacion de una estancia corta de 3 meses en la ciudad de Milan, Italia
durante el periodo de Marzo-Mayo del 2023, bajo la tutela de la Prof. Silvia Fare y la

supervision del Dr. Vladimir Alonso Escobar Barrios.
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