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RESUMEN

El coldgeno es el principal componente del tejido conectivo y la proteina estructural mas
abundante de origen animal, y dadas sus propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y no toxicidad se ha convertido en uno de los materiales mas populares
para su uso en la ingenieria de tejidos. El presente trabajo evalud el cambio de las
propiedades mecdnicas y quimicas de andamios nano-estructurados construidos a
diferentes concentraciones de coldgeno, utilizando la técnica de electrospinning, para
comparar cambios en las propiedades evaluadas de acuerdo a dichas concentraciones y
verificar que este material puede ser hilado a diferentes concentraciones con la técnica de
electrospinning y generar un andamio nanoestrucutrado, que pueda ser proyectado para
aplicacién como soporte en ingenieria de tejidos.

Palabras clave: colageno, andamios nanoestructurados, electrospinning, ingenieria de

tejidos.
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ACRONIMOS

3D Tres dimensiones

BMP Bone morphogenetic proteins

cm centimetro

ECM Extracellular matrix

FDA Food and Drugs administration

gr gramo

ITM Instituto Tecnolégico Metropolitano
Kv kilovoltio

ml mililitro

TGA/DSC The thermal gravimetric analysis / The differential scanning calorimetry

w/v peso/volumen
ml/h mililitro/hora
N Newton

MPa Mega pascal
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1. INTRODUCCION

El uso de andamios de coldgeno es cada vez mas comun en el drea de ingenieria de tejido
de piel, sus propiedades bioldgicas y de biocompatibilidad entre otras, lo hacen un material
apto para esta aplicacion. El electrospinning es una técnica que se ha popularizado en la
ultima década para la construccion de andamios nanoestructurados que vienen siendo
comunmente usados para soporte celular (Meyer. U, Meyer. T, Handscheld. J y Wiesmann.
H, 2009). Un andamio de micro/nanofibras por electrospinning se puede producir con
diversos didmetros de fibra a partir del control de los pardmetros de la técnica tales como
voltaje, distancia de la placa, velocidad de rotacidn, etc. Estas condiciones pueden llegar a
modificar la porosidad, el tamafios de poro y las propiedades mecénicas (Meyer. U, Meyer.

T, Handscheld. J y Wiesmann. H, 2009).

El colageno es el polimero natural mas utilizado en ingenieria de tejidos y es uno de los
principales componentes de matrices extracelulares de tejidos de mamiferos, incluyendo la
piel, hueso, cartilago, tendén y ligamento (Meyer. U, Meyer. T, Handscheld. J y Wiesmann.
H, 2009). La ingenieria de tejidos y medicina regenerativa son los términos que se utilizan
hoy en dia para describir el enfoque para generar tejidos complejos y 6rganos. Ambas areas
son multidisciplinares y son campos emergentes de la biotecnologia y la medicina que
apuntan a generar cambios y alternativas a la perdida de tejido, por medio de la generacidn
y regeneracion de tejidos y 6rganos (Meyer. U, Meyer. T, Handscheld. J y Wiesmann. H,
2009). La expectativa para este modelo biomédico es alta en relacidon a la mejora de las
posibilidades de tratamiento, calidad de vida del paciente, y la capacidad de superacidn. Se
prevé que esta biotecnologia tiene también un alto impacto econdmico en la medicina

clinica.
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La ingenieria de tejidos puede tener aplicaciones de diagndstico, cuando se efectue el tejido
in vitro y se utiliza para las pruebas de drogas en el metabolismo y la absorcion, la toxicidad
y patogenicidad (Meyer. U, Meyer. T, Handscheld. J y Wiesmann. H, 2009). El fundamento
de la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa para aplicaciones de diagndstico o
terapéuticos es la capacidad de explotar las células vivas en una variedad de maneras.
Considerando que la ingenieria de tejidos es un concepto mas técnico de tejido y

reconstruccién de érganos mediante el uso de células, andamios, y biomoléculas.

En este estudio se construyeron andamios nanoestructurados de coldgeno para diferentes
concentraciones, sobre los cuales se quiso en primer lugar lograr las condiciones técnicas
adecuadas que permitieran su hilado con la técnica de electrospinning y en segundo lugar
determinar las propiedades mecdnicas y térmicas (aunque inicialmente se planted la
evaluaciéon morfoldgica, esta no fue posible llevarse a cabo dado que el equipo SEM del ITM
no contd en el momento con los insumos necesarios para la captura de la imagen) y
observar el cambio de dichas propiedades ante las diferentes concentraciones de coldgeno.
Esto con miras a determinar cudl de las concentraciones podria ser mas efectiva para

aplicaciéon como alternativa al tejido de piel.
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2. MARCO TEORICO

La ingenieria de tejidos implica la integraciéon de los conocimientos acerca de las células,
factores de crecimiento y la ingenieria de materiales con el fin de producir alternativas
potenciales para el transplante de tejidos (Boyce, 2002). Una de las principales
preocupaciones en la ingenieria de tejidos es construir matrices basadas en células
disefiadas en tres dimensiones (3D) denominadas andamios (o scaffolds), sobre los que son
sembradas las células (Langer, S. Levenberg y R., 2004). Los andamios porosos con conexion
entre sus poros sirven como analogos de una matriz extracelular (ECM), convirtiéndose en
un componente del tejido que inicialmente proporciona las estructuras de soporte fisico
que facilitan las funciones celulares tales como el crecimiento y la diferenciacion celular (J.
Lee, MJ Cuddihy, y NA Kotov, 2008). Diferentes biomateriales, tanto naturales como
sintéticos han sido investigados por sus aplicaciones como andamios. En los andamios
sintéticos se encuentra mayor estabilidad y capacidad de controlar propiedades mecdnicas,
pero con desventajas y limitaciones tales como baja degradabilidad y mayor toxicidad
(Levenberg, Dado D.yS., 2009). Por otra parte, los materiales naturales facilitan la adhesién
celular y son bastante estables. Sin embargo, con capacidades mecanicas menores (Phillips,

RA Brown y JB, 2007) (E. Song, SY Kim, T. Chun, H.-J. Byun, y YM Lee, 2006).

El desarrollo de nuevos biomateriales y nuevas estrategias de fabricacién para aplicaciones
en ingenieria de tejidos, han llevado a la creacién de andamios y sistemas de administracion
de farmacos cada vez mas apropiados (AG, Spicer PP y Mikos, 2010) (Hubbell, Lutolf MP y
JA, 2005) (X. Niu, Q. Feng, M. Wang, X. Guo, y Q. Zheng,, 2009). Algunos estudios se han
centrado en los pares de proteina-polisacdrido que tienen gran potencial en la fabricacion
de diferentes complejos estructurales (T. Giancone, 2009). Materiales como el colageno y
la gelatina se pueden hacer reaccionar con una variedad de polisacdridos tales como
quitosano (Y. Huang, S. Onyeri, M. Siewe, A. Moshfeghian y SV Madihally, 2005) (J. Gémez-

Estaca, A. Lopez de Lacey, ME Lépez-Caballero, MC-Gémez Guillén, y P. Montero, 2010),
8
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alginato (L. Sang, X. Wang, Z. Chen, J. Lu, Z. Gu, y X. Li, 2010), glicosaminoglicanos (PK Biraja
y JG Lorna., 2010), y pectina (S. Farris, KM Schaich, L. Liu, PH Cooke, L. Piergiovanni, y KL

Yam, 2011), entre otros.

El colageno, por ejemplo, es el principal componente del tejido conectivo y la proteina
estructural mas abundante de origen animal. Debido a su funcionalidad y caracteristicas
adecuadas apropiadas incluyendo biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y el
reconocimiento de las células, el colageno se ha convertido en uno de los materiales mas
populares para su uso en la ingenieria de tejidos (DG Wallacea y J. Rosenblattb., 2003).
Esponjas de coldgeno han sido aprobadas por la FDA (Food and Drugs administration) como
dispositivos médicos para la cicatrizacion de heridas, la cirugia dental y portadores de
proteinas morfogenéticas éseas (BMP), incluyendo rhBMP-2 y rhBMP-7 (M. Geiger, RH Li, y
W. Friess, 2003). Coldgeno de esponjas porosas se preparan normalmente a partir de un
tipo insoluble de coldgeno | que se deriva de fuentes bovinas y porcinas. En la ingenieria de

tejidos, las células se siembran en las esponjas y proliferan en tres dimensiones.

Técnica de electrohilado para la ingenieria de tejidos

Este proceso ha ganado popularidad en los ultimos diez afios y ha sido usado en ingenieria
de tejidos vascular, éseo, nervioso y de tenddn (Braghirolli, D. I., Steffens, D., & Pranke, P,
2014). La técnica de electrospinning proporciona un mecanismo para la produccién de
andamios fibrosos ya sea de polimeros sintéticos o naturales, alta porosidad, una amplia
distribucién de didametros de poro, una alta relacion de volumen por superficie de area y
similitudes morfolégicas con las fibras de coldgeno natural (Rogina, 2014). Los diametros de
las fibras estan en el intervalo de varios micrémetros hasta menos de 100 nm. El proceso
de electrospinning es una técnica de hilado de fibras accionado por un campo electrostatico

de alto voltaje utilizando una solucion polimérica o liquida.
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La fisica subyacente a esta técnica se basa en la aplicacion de una fuerza eléctrica,
especialmente cuando en la superficie de la gota del polimero se supera la fuerza de tensiéon
superficial y un chorro cargado es expulsado. Como el disolvente se evapora, la densidad
de carga aumenta en las fibras, resultando en un chorro inestable, que se extiende sobre
las fibras mds de un millén de veces. La figura 1 a continuacion presenta las partes basicas
de un sistema de electrohilado.

Flujo mantenido constante  Jeringa

.

P Capilar
ol .

b
e .‘ DU-

Polimero en solucion Hilo de chorro

Colector

E——
.

Figura 1. Esquema general de la disposicidn y procesos de electrohilado convencional.

Fuente: (Angel, R. M., Francisco, R., Enrique, M., Arturo, B., Jacobo, A., & Lizette, D. C., 2014)
Las variables que controlan el comportamiento del chorro de fluido electrificado durante
electrospinning se puede dividir en las propiedades del fluido y parametros de operacion.
Las propiedades relevantes de los fluidos son la viscosidad, conductividad, constante
dieléctrica, punto de ebullicién y tension superficial. Los parametros de funcionamiento
incluyen el flujo, potencial eléctrico generado y la distancia entre la punta emisora y el
colector llamado "air gap"(como lo muestra la figura 1) (Bosworth, L., & Downes, S, 2011).
El producto final del electrospinning generalmente consiste en redes de fibras
interconectadas al azar con tamafio submicrométrico. Los andamios nanofibrosos formados
con electrospinning poseen una estructura similar a la matriz extracelular, convirtiéndolos
en una promesa para la ingenieria de tejidos (Mitchell, G. R., & Davis, F., 2011), (Pawlowski,

K.J., Barnes, C. P, Boland, E. D., Wnek, G. E., & Bowlin, G. L., 2011).

10
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3. METODOLOGIA

Para la construccion de los andamios nano-estructurados se utilizdé Gelatina sin sabor en
polvo, agua destilada y acido acético. La gelatina sin sabor en polvo fue disuelta para varias
concentraciones entre ellas: 35% w/v (12,5 gr de gelatina, 6,3 ml de Acido Acetico y 0,7 ml
de Agua Destilada), 15% w/v (12,5 gr de gelatina, 14,4 ml de Acido Aceticoy 1,6ml de Agua
Destilada) y 25% w/v (12,5 gr de gelatina, 9,0 ml de Acido Acetico y 1,0ml de Agua
Destilada). Para la primera condicion no se logré obtener el hilado, dado que la solucién
obtenida con dicha concentracién fue demasiado viscosa. Mientras las otras dos
condiciones evaluadas si se lograron hilar y construir el andamio. Todas las soluciones
fueron disueltas en beaker usando un agitador magnético, cada solucidn fue llevada a una
plancha de calentamiento magnética durante 15 a 20 minutos a una temperatura de 45°C,
con el fin de mezclar completamente los componentes. Posterior a esto la solucidon se dejo
enfriar y fue depositada en la jeringa de pldstico de 5ml del electrospinning, para proceder
con el proceso de calibracidn de las condiciones del hilado para cada una de las soluciones.
Una vez construidos los andamios nano-estructurados con las dos soluciones que
permitieron generar el hilado, se realizaron las pruebas mecdnicas y térmicas. Las pruebas
mecanicas se realizaron con la Maquina universal de ensayos marca SHIMADZU / Modelo:
AG-100NKX ubicada en el laboratorio de materiales poliméricos y las pruebas térmicas con

el equipo TGA/DSC SDT-Q600 del laboratorio de Ciencias Térmicas.

11
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Electrohilado

Para el proceso de electrohilado se utilizé el equipo de electrospinnig FLUIDNATEKTM LE

100 del laboratorio de Biomateriales y electromedicina del ITM, trabajando a temperatura

ambiente. Las soluciones fueron depositadas en las jeringas Precision Care de 5ml con las

gue cuenta el equipo. La distancia para cada solucién se varié hasta lograr el hilado del

material sin presencia de gotas, solo de las soluciones 15% w/vy 25% w/v fue obtenido el

hilado. Este fue logrado con una separacién de 17 cm entre la jeringa y el colector, voltaje

de 23 kV, velocidad de flujo entre 0,3-0,5 ml/h y se trabajé con humedad relativa entre 35-

45%. El material hilado se deposité sobre un papel Envoplast o chicle (de 15 cm x 15 cm)

ubicado en la placa colectora. Las figuras 2 y 3 presentan la solucién liquida y el andamio

obtenido con el electrospinning para las soluciones de coldgeno a 15% y 25%

respectivamente.

Fig. 2 solucién y andamio nanoestructurado construido con el material de colageno a 15%

w/v

12
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Fig. 3 solucién y andamio nanoestructurado construido con el material de coldgeno a 25%

w/v

De las diferentes concentraciones probadas solo dos de ellas se lograron hilar: una de 15% w/v (12,5
gr de gelatina, 14,4 ml de Acido Acético y 1,6ml| de Agua Destilada) y la otra de 25% w/v (12,5 gr de
gelatina, 9,0 ml de Acido Acético y 1,0ml de Agua Destilada). Se encontré que al aumentar el
solvente en estas soluciones (acido acético y agua destilada) en la solucién (gelatina, 4cido acético,
agua destilada) se disminuyd la viscosidad, lo cual favorecio el electrohilado. Cuando se realizaron
las pruebas de hilado sobre soluciones menos viscosas no se logré el hilado, sino que se presentaron
solo gotas para las diferentes condiciones de operacidn del equipo. En relacidn a los pardmetros del
electrospinning, se pudo observar que, para mayores valores de voltaje, se disminuia el goteo de la
solucidn y al aumentar la velocidad de flujo aumenté la presencia de gotas. El voltaje de trabajo fue
entre 13kV y 23,5 kV, la velocidad de flujo entre 0,3 y 0,4 ml/h (para estabilizar en cono de Taylor),

y la separacién entre los electrodos fue entre 14y 17 cm.

Prueba térmica

Sobre los andamios construidos con las dos soluciones de gelatina hilada (15% y 25%) fue
realizada la prueba térmica, utilizando el equipo TGA/DSC para obtener la relacion de peso,
derivada de peso y contenido de flujo de calor con respecto a la temperatura. Las figuras 4
y 5 muestran el comportamiento de estas variables en los andamios construidos con 15% vy

25% de gelatina respectivamente.

13
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Sample: Colageno 15 400C DSC-TGA File: C:\Users\user\Downloads\colageno15 400C.001
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Fig. 4. Resultado de TGA para el colageno a 15% w/v
Sample: Colageno 25 400C DSC-TGA File: C:\Users\user\Downloads\colageno 25 400C.001
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Fig. 5. Resultado de TGA para el colageno a 25% w/v

En las curvas se observa que para ambas muestras (15% y 25% de gelatina) se presento
pérdida de peso (%) a medida que aumentd la temperatura, con un valor minimo de peso
encontrada para la maxima temperatura dada por equipo de 365 °C. El flujo de calor para
la gelatina a 25% presentd un pico maximo de 2W/g (aproximado) a una temperatura
aproximada de 350°C, y para la gelatina a 15% se encontré el pico maximo de 2.5W/g
(aproximado) a la misma temperatura de 350°. La derivada del peso presenta dos episodios
similares en ambas soluciones, un primer pico entre 62,5°Ca 75°Cy el segundo pico a 330°C
aproximadamente. El segundo de los episodios encontrados en ambas muestras, se
encontré para 15% de gelatina con un valor cercanamente inferior al 0.6%/°C, mientras para
25% se encontré en el cercano superior al 0.6%/°C.

14
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De manera general, el comportamiento para ambas soluciones (15% y 25%) presentan
resultados similares para las variables térmicas leidas.

Pruebas Mecdnicas

En cuanto a las pruebas mecdanicas se pudo determinar que la solucién con mayor
concentracién de solvente 15% w/v (12,5 gr de gelatina, 14,4 ml de Acido Acetico y 1,6ml
de Agua Destilada)) tiene una mayor una resistencia a la traccidn y resistencia a la rotura (1,
4 Mpa) y por tal motivo tiene mejores propiedades mecanicas; en relacién con las soluciéon
de 25% w/v (12,5 gr de gelatina, 9,0 ml de Acido Acetico y 1,0ml de Agua Destilada) que
tiene resistencia a la traccién y resistencia a la rotura (0.8MPa). permitiéndonos inferir que
el solvente (Acido Acético y Agua Destilada) a mayor concentracién ayuda a mejorar las

propiedades mecanicas del colageno.

Las pruebas morfolédgicas no se pudieron realizar dado que el microscopio electrénico de
barrido con el que cuenta el ITM y en el que esperdbamos realizar las pruebas, no contaba
con el blanco de oro necesario para el funcionamiento y obtencion de las imagenes, por
esta razén, fueron reemplazadas las pruebas morfoldgicas por pruebas térmicas, dada la

colaboracién brindada por los profesores del laboratorio de Ciencias Térmicas del ITM.

15
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5. CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y
TRABAJO FUTURO

Conclusiones

Del presente estudio se logré obtener las condiciones técnicas de electrohilado necesarias
para la construccién de andamios nanoestructurados de material gelatina. Fueron
evaluadas diferentes concentraciones de gelatina y condiciones de voltaje, velocidad de
flujo y separacion de electrodos, para determinar cuales eran las necesarias para obtener
andamios adecuadamente nano-estructurado y sin presencia de gotas.

De los andamios construidos se lograron realizar las pruebas térmicas y mecanicas,
concluyendo que la gelatina a ciertas concentraciones y condiciones, puede ser hilada y
para obtener andamios con propiedades especificas que pueden ser proyectados como un
material de soporte en ingenieria de tejidos.

Trabajo Futuro

El trabajo a futuro que se podria realizar con los andamios de colageno a partir del estudio
realizado es la de mirar posibilidades de que los andamios construido con base de gelatina,
puedan ser usados como elementos de soporte celular para injertos de piel, en la busqueda
de soluciones para problemas ocasionados por procesos infecciosos, patoldgicos o de dafios
por quemaduras, entre otros; porque todos los sustitutos de la piel deben cumplir como
minimo tres requisitos como son: ser seguros, efectivos, y de facil manejo y aplicacion.
Encontrando en la gelatina un polimero natural biodegradable, biocompatible, no
carcinogénico, no inmunogénico y de bajo costo derivado de una proteina llamada
colageno; con gran biocompatibilidad y resistencia mecdnica apreciable para aplicaciones
de administracidn de fdrmacos y la ingenieria tisular. Ademas, su naturaleza hidréfila, suave
y eldstica asegura una minima irritacion del tejido. En consecuencia, los andamios de
gelatina son un material prometedor en la regeneracién de la piel artificial.

16
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