AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00070
Matricula: 2121800675

7~

ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE
ANDAMIOS POLIMERICOS DE
ACIDO POLI (LACTICO) Y ACIDO
POLI (GLICOLICO) MODIFICADOS
SUPERFICIALMENTE POR PLASMA
PARA SU USO COMO SUSTITUTOS
DE PIEL.

N

—

Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
del dia 13 del mes de diciembre del afio 2018 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Autdénoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

En la

DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS
DR. JOSE RAFAEL GODINEZ FERNANDEZ
DR. JUAN MORALES CORONA

Bajo la Presidencia de 1la primera y con caracter de
25 38 W Secretario el Ultimo, se reunieron para proceder al Examen
s, de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
T a5 obtencién del grado de:
? s MAESTRA EN CIENCIAS (FISICA)
Zo DE: GRACIELA RUIZ VELASCO
i y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
A Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
P Autdénoma Metropolitana, los miembros del jurado
AN A R resolvieron:
" 77 GRACIELA RUIZ VELASCO
el ALUMNA
X Apcobax
P
Acto continuo, la presidenta del jurado comunicéd a la
interesada el resultado de la evaluacién vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
\. L
& N - 3N
PRESIDENTA
1
),
DR. JESUS ALBERTO OCHOA TAPIA DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS
\ J \ )
' & 3

DR. JOSE RAFAEL GODINEZ FERNANDEZ

SECRETARIO
75




Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
Departamento de Fisica, area de Polimeros

Estudio y caracterizacion de andamios
poliméricos de acido poli (lactico) y
acido poli (glicolico) modificados
superficialmente por plasma para su
uso como sustituto de piel.

Presenta:
Fis. Graciela Ruiz Velasco

Para obtener el grado de:
Maestra en Ciencias (Fisica)

Asesor:
Dr. Juan Morales Corona

Comité evaluador:

Presidente: Dra. Hermelinda Salgado Ceballos

4,
Secretario: Dr. Juan Morales Corona % /

Vocal: Dr. Rafael Godinez Fernandez

Ciudad de México, a 13 de Diciembre de 2018



m Gasa abierta al tiempo |
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Iztapalapa

DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
Departamento de Fisica, area de Polimeros

Estudio y caracterizacion de andamios
poliméricos de acido poli (lactico) y
acido poli (glicolico) modificados
superficialmente por plasma para su
uso como sustituto de piel

Presenta:
Fis. Graciela Ruiz Velasco

Para obtener el grado de:
Maestra en Ciencias (Fisica)

Asesor:
Dr. Juan Morales Corona

Comité evaluador:
Presidente: Dra. Hermelinda Salgado Ceballos
Secretario: Dr. Juan Morales Corona

Vocal: Dr. Rafael Godinez Fernandez

Ciudad de México, a 13 de Diciembre de 2018



Casa abierta al tiempo
Unidad Iztapalapa

INR

Agradecimientos institucionales

Universidad Autéonoma Metropolitana
Por brindarme la oportunidad de ser parte de su
comunidad y por formarme con grandes valores

profesionales.

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
Por el apoyo brindado para la realizacion de mis

estudios de maestria.

Instituto Nacional de Rehabilitacion
Banco de Tejidos y piel del Centro Nacional de
Investigacion y Atencion de Quemados, por las
facilidades prestadas para la elaboracion de este

trabajo.



A mi familia

Apolonia, Primitivo, Rosalia, Marcos, Emmanuel y Eduardo

A Elpidia, Maria, Francisco y Maximino

In memoriam



Agradecimientos personales

A mi madre por darme los tesoros mas valiosos que posee, “su amor y su tiempo”.
Mamada, jamas habra forma de agradecer una vida de lucha, sacrificio y esfuerzo
constante. Este logro es tuyo también y mi esfuerzo es inspirado en ti.

A mi padre por su gran ejemplo de pasion a la profesion, del esfuerzo y sacrificio
para conquistar un sueno y construir un futuro mejor y por ensenarme el gran
valor de la honestidad y la generosidad.

A “Peluchito” por ser mi guia, por su valiosa ayuda y por su mucha o poca
paciencia que me tuvo cuando fue necesaria; pero sobre todo por estar ahi
siempre a mi lado, ser mi hermana y mejor amiga.

A Héctor Ramirez, por su apoyo y gran tolerancia para responder todas mis dudas
y curiosidades en la parte medica de este trabajo; pero sobre todo por su tiempo y
amistad incondicional. “Caballerito”, como olvidar cuando iniciabamos y
trazabamos nuestros suefnos hace ya varios anos atras y hoy podemos celebrar la
culminacion de uno de ellos.

A mi asesor, el Dr. Juan Morales Corona por su apreciable amistad, apoyo y
paciencia que tuvo en la elaboracion de esta tesis. A los doctores Roberto Olayo
Gonzdlez, Humberto Vdzquez y Raul Montiel por sus acertados comentarios y
correcciones. A mis sinodales, la Dra. Meli y el Dr. Rafael Godinez por apoyarme
en la mejora de esta tesis.

Al médico Héctor Javier Gonzdlez Landetta, y a la Odontéloga Gloria Herndndez
Elizalde, por compartirme sus experiencias, materiales bibliograficos y motivarme
a seguir adelante.

A mis companeros del laboratorio de polimeros: Xinah Herén por sacarme de la
rutina en el momento justo. A Bibis, Dianis, Nancy, Lupita, la Dra. Dorita, Omar
Fabela, Omar Uribe, Gregorio, Ramén, Miguelina, Erika y Emma por compartir sus
conocimientos, experiencias y dias muy agradables.

A mis grandes amigas y amigos: Sandra, Belinda, Marisol Cerino, Natalia, Kenia,
Carlos Zagoya, Jaime Burgos, y David Enrique, por la complicidad en estos
suenos, por su ejemplo de perseverancia y aliento para seguir creciendo. Y uno en
especial para Elizabeth Aquino, por ser la primera persona en ensefiarme a creer
en mi.

A los profesores: José Luis Jiménez, José Luis Del Rio, Annik Vivier Jegoux, Rosa
Ma. Velasco, Leonardo Dagdug, Norberto Aquino, Laura Hidalgo, Abel Camacho,
Eloy Ramos, Eckehard W. Mielke, Irina Druzhinina de Tkatchenko, Lidia Jiménez,
Ma. Elena Luna, Olga L. Hdez. Chavez y Ricardo Lopez Lemus, por sus fascinantes
clases y grandes motivaciones.

A mis companeros de maestria Nahum, Evelyn, Martin, Yoshua, Marisol Gémez y
Daniel Huerta porque la union hace la fuerza y sin ellos sobrevivir habria sido
mas dificil.

A todos jmuchas gracias!



Vi

indice
RESUIMEIL ... 1
L. INtTOAUCCION .. ettt ettt e e e ene 3
2. Generalidades. ... ..c.iuiiniiiii e 6
2.1. Anatomia de la piel ......cociuiiiiiii e 6
2.2. Lesiones de 1a Piel....c.ciiiiiiiiii e 10
2.3 SUStItULOS CULANEOS c.uiviiiiiii e 12
2.4, Biomateriales....oc.iuiiiiii e 15
2.5, POIIMEIOS ...ttt 17
2.5.1 Polimeros SINtELICOS ...uvuiuiininiiiiiiiiii e 18
2.5.2. Acido POLiGliCOLICO......ovviiriiiiiieee e e e 19
2.5.3. ACidO POLIACHICO ..uviivenieiiie e 20
2.6. Electrohilado .....c.ooeuiniiiii e 22
2.7. Polimerizacion por plasma ......c.c.eeieiiiiiiniiiiiii e 23
2.7 1. PLASIIA .. eitiitiei e 23
2.7.2. Clasificacion del plasma........ccoeiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeen 25
2.7.3. Plasmas naturales.......c.ccccieiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
2.7.4. Plasmas artificiales .........cocoiiiiiiiiiiiiiiii 26
2.7.5. Descarga de radio freCuencia.........coeveveieniiiineiiiiiniiiieinenenee. 26

2.7.6. Parametros que caracterizan un plasma de radio frecuencia....27

2.8. Tipos de pOlimMeriZacCion . .....c.vuiuiuiririiiieie e e eeeeanaans 28
2.9. Polimeros Conductores y semiconductores..........cceveveviiieneninnenenee. 29
2.10. PArTol . nnii e 30

2.10.1. Peliculas de pirrol sintetizado por plasma........ccccceeveenininennnn. 31
2 B B (oY [ TP PPPPPN 31
2.12 Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier-Reflectancia
Total AtenUAdA . ..vniniiii e 32

2.12.1 Radiacion Infrarroja ....c.ooeveieiiiiiiiiiiiii e 32

2.12.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier.......... 34



vii

2.12.3. Reflectancia Total Atenuada ..........ccooeeveiiiiiiiiiiiiiiiiinen.. 34

e MOTIVACION . ettt ettt 36
G ODJEEIVOS . entntninitt et 37
4.1. ODbjetivo Zeneral.....ccciu it e 37
4. 2. ODbjetivos €SPECIICOS t.uuuiuiniiin ittt 37
4.3 Objetivos partiCulares .........ccoiiuiiiiiiiii e 37
S. Desarrollo experimental.........c..ouiuiiiiiiiiiiiii e 38
S.1. Preparacion de 10s andamiosS......cccoeviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, 38
5.2. Polimerizacion por plasmia .......coeuvuiiiiniiiiiiiiiiii e 38
5.3. Caracterizacion fisicoquimica y morfologica...........cccceevivininenenenen.n. 40

5.3.1. Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier -

Reflectancia Total Atenuada........c.coeveiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 40
5.3.2. Dispersion de Rayos X a angulo pequeno .........ccceevveveeninnenen.. 40
5.3.3. Dispersion de Rayos X a angulo grande.........c..coceevviiininnanen... 41
5.3.4. Microscopia Electronica de Barrido ........c..coeeiiiiiiiiiiiininn... 42
5.4. Caracterizacion biolOZICaA ....c.o.veiuiiiiiiiii e 42
5.4.1 Esterilizacion y sembrado de células ............coeoviiiiiiiininn.e. 43
5.4.2 Microscopia OPHiCa.........cvvuriuuiiiieeeeeeieiiiiieee e e 43
5.4.3 Microscopia Confocal ......ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 44

6. Resultados ¥ diSCUSION ..euiuieininiiiiii et enes 45

6.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier-Reflectancia

Total AtENUAAA «.c.uvniiiiiii e 45
6.2 Dispersion de Rayos X ...t 49
6.2.1 Dispersion de Rayos X a angulo pequeno .......c...cceeuveveeniinenennnnne. 49
6.2.2 Dispersion de Rayos X a angulo grande..........c..coveviviiiniinenininnen.. 50
6.3. Microscopia Electronica de Barrido ........cocvvvviiiiiiiiiiiniiinieieienene, 54
6.4. Pruebas biolOZIiCas ......ovuiuiiiiiiiiii i 59
6.4.1 Prueba de aCidez.........c.coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 59
6.4.3. MicroSCOPio OPtiCO....uuiiiieiiiiieee e 60
6.4.3. Microscopia Confocal .........c.cooiiiiiiiiiiiiii 64

7. ConcCluSIiONEeS ¥ PETSPECLIVAS t.ouiuiuitititiiiiiiiieete e eeeeeaeaes 70



7.1, CONCIUSIONIES ..ueuiiiiiiiiiiii ettt eaees 70
72 PSS PECTIVAS ..t ettt 70
Bibliografia....ocueuiiii e 72
ATIEXOS ottt ettt aae 78
Productividad del trabajo ........c.ouviiiiiiiiiiiii e 78
Articulos publicados .....c.euiniiiii e 78
Trabajos €N COMEIESOS . . u ittt ettt e e eenens 78

RT3 00100 F= U L0 1T 79



Pagina |1

Resumen

Dada la problematica que se presenta en los casos clinicos de pacientes
con quemaduras extensas, el disponer de la cantidad suficiente de piel
sana para cubrir las heridas a veces no es posible por lo que los riesgos de
infeccion u otras complicaciones se incrementan.

La aplicacion cientifica de la disciplina de ingenieria de tejidos,
apoyandose en el campo de los materiales, en particular en el de los
biomateriales ha permitido el desarrollo de andamios poliméricos que
sirven como base para el crecimiento de células.

Por lo anterior, el presente trabajo se desarrollo con la finalidad de generar
un material que permita la creacion de piel humana de forma artificial.
Para ello se trabajo en la modificacion superficial de un andamio de acido
poli-1-lactico (PLLA) y acido poliglicélico (PGA) mediante la técnica de
plasma, depositandoles una pelicula delgada de polipirrol dopado con yodo
(PPy-I). Una vez que los andamios se modificaron superficialmente se les
realiz6 analisis de morfologia y propiedades superficiales mediante
microscopia electronica de barrido y espectroscopia de infrarrojo de
reflectancia total atenuada. Los espectros de infrarrojo mostraron los
puntos caracteristicos del PLLA y del PGA reportados en la literatura e
identificando la presencia de los materiales base de los andamios, asi
como también de los grupos funcionales tipicos de PPy-I sintetizado por
plasma. Las imagenes de microscopia electronica mostraron para el
andamio de PLLA una estructura firme con dimensiones alrededor de
SOum en su seccion transversal cuyo tamano es idoneo para la fijacion de
células. Para el andamio de acido PGA las imagenes de microscopia
electronica mostraron la fragilidad del andamio exponiendo fibras carentes
de firmeza y en estado de degradacion. Los andamios modificados se
sometieron a pruebas biologicas a través de cultivos de células humanas
primarias de la piel como fibroblastos y queratinocitos, asi como también
con tenocitos primarios y la linea celular HEK-293. Previo a los cultivos de
células se realiz6 una prueba de acidez para los andamios en presencia de
medio de cultivo, midiendo el pH a las 24, 48 y 72 horas y a los 7 dias. El
andamio de PGA sufrio un cambio muy significativo de pH (de 7.23 se fue
a 3.15) causado por la degradacion del material, tornando demasiado
acido el medio de cultivo e impidiendo algun tipo de crecimiento celular.
Para el andamio de PLLA se tuvo un pH de alrededor de 7.38 el cual se
mantuvo constante sin afectacion del medio para cultivo celular. Se
obtuvieron imagenes con un microscopio optico para apreciar los nucleos
celulares en un medio control, y sobre las fibras de los andamios en medio
de cultivo. Las imagenes tomadas para el andamio de PGA recubierto con
PPy-1 (PPy-I/PGA) mostraron que ninguno de los cuatro tipos de células se
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anclo a las fibras y murieron. Las imagenes obtenidas para el andamio de
PLLA recubierto con PPy-I (PPy-I/PLLA) mostraron células de los cuatro
tipos celulares estudiados claramente adheridas a las fibras del andamio.
El complejo células/andamio para PPy-I/PLLA se mantuvieron en cultivo
por 9 dias, posterior a esto se realizé6 un lavado y se hizo un remplazo del
medio de cultivo por uno infectado con el adenovirus no replicable Ad-
CMV-GFP, y se analizaron con microscopia confocal. Las fotomicrografias
mostraron poblaciones celulares sobre las fibras del andamio. Como
resultado de este trabajo se concluye que el andamio PPy-I/PLLA es un
excelente candidato para el crecimiento de células humanas, en particular
las de la piel; dejando abierta la posibilidad de obtener un andamio ideal
para su uso en la regeneracion de piel lesionada.
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1. Introduccion

Existen dos tipos de heridas en la piel que han motivado el desarrollo de
sustitutos para este importante 6rgano; por un lado se tienen las heridas
causadas por quemaduras las cuales pueden llegar a ser muy extensas, y
las heridas cronicas causadas por ulceras varicosas, lesiones diabéticas, y
problemas de cicatrizaciones que tienden a involucrar un area
relativamente pequena de piel pero que representan una alta exigencia de
atencion médica. La necesidad de sanar heridas en el entorno clinico, ha
llevado al desarrollo de sustitutos de piel. Si bien es cierto que ninguno de
los sustitutos actualmente disponibles puede remplazar todas las
estructuras y funciones de la piel natural, estos pueden ser usados para
proporcionar cobertura a las heridas y facilitar la curacion de lesiones
cronicas y agudas. Para que un sustituto de piel tenga una aplicacion
clinica util, la primera meta que debe cumplir es regenerar la barrera
superficial de la piel cuya funcion esta asignada a la epidermis, encargada
de sintetizar ciertas proteinas, regular la perdida de fluidos y prevenir
infecciones. Idealmente, los remplazos de piel deberian promover una
cobertura permanente sin la necesidad de requerir posibles cirugias o
reinjertos posteriores permitiendo una rapida curacion al obtener un
remplazo adecuado de la capa dérmica y epidérmica. Mas aun, los
sustitutos regeneradores de piel deben ser faciles de usar en el momento
que se requiera, lograr una funcionalidad aceptable, dar el mejor resultado
cosmeético posible y estar libres de riesgos de transmision de
enfermedades y reacciones inmunologicas. El uso de sustitutos de piel
puede ser conveniente como una terapia adjunta en casos con escasas
alternativas como sucede con los pacientes con quemaduras de grandes
extensiones de piel o con heridas cronicas que no responder a los
tratamientos convencionales. La necesidad de obtener una piel de manera
artificial y que pueda ser una alternativa cuando se sufren pérdidas
parciales de la misma es grande. A veces el problema se puede solucionar
de manera parcial o total al realizarse autoinjertos (piel del propio
paciente), aloinjertos (recubrimientos con piel donada), xenoinjertos
(coberturas hechas a base de piel de animales, como el cerdo) o sustitutos
dérmicos que ya existen en el mercado. El uso de las técnicas
mencionadas no siempre es la mejor solucion para el tratamiento de las
lesiones de la piel debido a que los pacientes puede presentar poca
cantidad de piel para la aplicacion de un autoinjerto (como en el caso de
las quemaduras que involucran el 60% o mas de la piel), un rechazo
inmunologico en el caso del aloinjerto y xenoinjerto, una mala aplicacion
quirurgica y en el caso de los sustitutos cutaneos comerciales los altos
costos, problemas de manipulacion y preservacion.

La ingenieria de tejidos es la disciplina cientifica encargada de combinar
andamios, células y moléculas biologicamente activas para crear tejidos y
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organos funcionales sustentandose en la medicina, la ciencia de materiales
y la biologia. Los andamios son estructuras hechas a base de polimeros
sintéticos o naturales cuya funcion es ofrecer un soporte tridimensional
que brinde sostén mecanico a la carga fisiologica, permita la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular. Un andamio ideal debe contribuir a
la produccion de la matriz extracelular natural del tejido u 6rgano danado
y asi conseguir la regeneracion. El area de materiales es la encarga de
desarrollar y estudiar polimeros que sean biocompatibes para que
funcionen como andamios para las células asignadas a la regeneracion de
tejidos y 6rganos. Polimeros como el acido polilactico y sus dimeros D y L
asi como el acido poliglicolico han sido ampliamente estudiados y
aplicados en la ingenieria de tejidos por ser bioestables y biodegradables.
Los andamios compuestos de fibras hechas a base de acido poliactico y
acido poliglicélico son intrinsecamente hidrofobos por lo cual las células
llegan a tener un anclaje pobre sobre ellos. El modificar por algin medio
fisico o quimico las superficies de los andamios permite ofrecer un
ambiente mas rico en grupos funcionales sobre su superficie que permitan
un mejor desarrollo celular. Un método fisico para modificar superficies de
andamios es el tratamiento por plasma. Esta técnica a mostrado que los
andamios asi modificados presentan una mejor adhesion y proliferacion
celular, ademas se ha documentado que a través de la técnica de plasma,
el deposito de peliculas delgadas de polipirrol y polipirrol dopado con yodo
generan una superficie rica en grupos amina con cargas positivas sobre
las fibras de los andamios provocando un mejor anclaje, crecimiento y
proliferacion celular.

En este trabajo se presenta una técnica de modificacion de la superficie de
dos andamios poliméricos, uno de acido poli l-lactico y otro de acido poli
glicolico de la marca Biofelt® a los cuales se les realizo un recubrimiento
por plasma de polipirrol dopado con yodo. Los andamios modificados se
caracterizaron fisicoquimicamente por las técnicas estandar para
polimeros y morfoléogicamente mediante microscopia electronica de
barrido. Se les realizaron pruebas biolégicas utilizando cultivos celulares
de queratinocitos y fibroblastos primarios derivados de piel humana,
tenocitos primarios y la linea celular HEK-293. Todo lo anterior se realiz6
con el objetivo de proponer un material biocompatible y bioestable que
permita el desarrollo de una piel humana de manera artificial que no
tenga los inconvenientes de otros substitutos de piel.

El contenido de la presente obra se desarrolla de la manera siguiente: en el
capitulo 2, se expone una descripcion general de la anatomia de la piel, las
lesiones que requieren un tratamiento, la descripcion de un biomaterial y
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de un biomaterial polimérico, y las caracteristicas que debe cubrir un
andamio polimérico, su funciéon como base para el cultivo de células, en
particulas las de piel. En el capitulo tres se plantea la motivacion para la
realizacion de este trabajo, en el capitulo cuatro los objetivos, en el
capitulo cinco se explica el desarrollo experimental iniciando con la
seleccion de materiales, continuando con el proceso de modificacion de
superficies y culminando con las técnica de caracterizacion, en el capitulo
seis se exponen los resultados obtenidos, en el capitulo siente las
conclusiones y perspectivas que arrojado este trabajo, el capitulo ocho se
encuentra la bibliografia y finalmente esta un anexo donde se enlistan los
trabajos publicados y presentados a raiz de este proyecto.
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2. Generalidades

2.1. Anatomia de la piel

El sistema tegumentario se encuentra formado por la piel y sus
estructuras anexas como pelo, unas, glandulas, musculos y nervios. Este
sistema esta encargado de proteger la integridad fisica y biologica del
cuerpo manteniendo constante la temperatura corporal y proporcionando
informacion sensorial acerca del entorno.

La piel es el organo que recubre toda la superficie exterior de nuestro
cuerpo de tal forma que en una persona adulta sus dimensiones llegan a
ser hasta de dos metros cuadrados con un peso aproximado de cuatro a
cinco kilogramos, es decir, que la piel constituye el 16% del peso corporal.
Su grosor varia de 0.5 mm en parpados, hasta 4mm en talones, en la
mayor parte del cuerpo vade 1 a 2 mm [1].

Figura 2.1.1. La piel (Tomado de (2)).

De manera general se puede decir que su estructura esta conformada por
tres capas: epidermis, dermis e hipodermis. Las dos primeras capas son
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donde se llevan a cabo las funciones fisiologicas de este organo (Figura
2.1.2) [1, 3-8].

Tallo piloso

Cresta epidérmica
Terminacion nerviosa

Papila dérmica

Asa capilar EPIDERMIS

Poro sudoriparo

Glandula sebacea Capa papilar]
Corpusculo tactil

de Meissner

Musculo erector del pelo

Foliculo piloso —DERMIS
Raiz del pelo

Glandula sudoripara ecrina

Glandrula sudoripara Capa
apocrina

reticular

| Tejido
subcutineo
’

Vasos sanguineos:
Vena
Arteria

Corpusculo de Vater-Pacini
(laminar)

Nervio sensorial

Tejido adiposo

Figura 2.1.2. Vista seccional de la piel. Elementos que componen parte
del sistema tegumentario de acuerdo a la capa en la que se integran
(Tomado de (1)).

La epidermis es la cubierta mas delgada de la piel, conformada por tejido
epitelial y localizada con el exterior del cuerpo. Al ser el recubrimiento
superficial y el mas delgado de la piel su composicion celular esta dada por
el 90% de queratinocitos, 8% de melanocitos y el resto por células de
Langerhans y Merkel; las cuales estan distribuidas en cuatro y cinco tipos
de capas que varian de acuerdo al area corporal donde se encuentren.

En la mayor parte de la composicion de la epidermis (Figura 2.1.3) se
tienen cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y cérneo (este ultimo es
el mas delgado y es el que esta en contacto con el exterior) y en las
regiones de mas friccion como las palmas de las manos, yemas de los
dedos y plantas de los pies se tienen cinco estratos: basal, espinoso,
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granuloso, lucido y cérneo. El estrato basal se encuentra en la parte mas
profunda de la epidermis y esta formado por una sola hilera de
queratinocitos cubicos o cilindricos, donde algunos de los cuales son
células madre encargadas de producir continuamente nuevos
queratinocitos, melanocitos y células de Langerhans y Merkel, que se
encuentran dispersos entre los queratinocitos de este estrato. Es
importante mencionar que la piel no se puede regenerar si una lesion
destruye el estrato basal y sus células madre; por lo que este tipo de
lesiones cutaneas requeriran de injertos para su curacion [1-8,11].

Superﬁcial ——Queratinocitos muertos

Estrato corneo

Estrato lucido -

Estrato granuloso Granulos lamelares

Queratinocito
Estrato espinoso —— 4

Celulas de Langerhans

\ / Y
Estrato basal g ——Dermis

Profundo

Figura 2.1.3 Composicion de la epidermis donde se muestran los estratos
que la conforman (Tomado de (9)).

Sobre el estrato basal se encuentra el estrato espinoso el cual consiste de
ocho a diez capas de queratinocitos poliédricos unidos estrechamente y
con la misma composicion que los del estrato basal aunque algunos en
este estrato todavia conservan su capacidad de division celular, y donde
también se observan prolongaciones de células de Langerhans y
melanocitos. En la parte central de la epidermis se encuentra el estrato
granuloso formado de tres a cinco capas de queratinocitos aplanados en
los que ocurre la apoptosis (muerte celular programada), por lo que el
estrato granuloso marca la transicion entre los estratos profundos
metabolicamente activos y las células muertas de los estratos
superficiales. El estrato lucido solo se encuentra en la piel de las yemas de
los dedos, palmas de las manos y platas de los pies y esta formado de tres
a cinco capas de queratinocitos transparentes planos y muertos con
filamentos intermedios muy apinados y una membrana plasmatica gruesa,
mi entras que el estrato cérneo consta de 25 a 30 capas de queratinocitos
muertos y aplanados. Entre las células hay lipidos de los granulos
laminares que permiten hacer impermeable este estrato, en el que las
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células se descaman constantemente y son sustituidas por otras que
emergen de estratos mas profundos [1,3-8,11].

La dermis es la capa profunda y gruesa de la piel, compuesta de tejido
conectivo laxo areolar que contiene colageno y fibras elasticas (figura
2.1.4). La poca poblacion celular que aqui se encuentra esta conformada
por algunos fibroblastos, macrofagos, y adipocitos, ademas de vasos
sanguineos, nervios, glandulas y foliculos pilosos. Se divide en dos capas:
papilar superficial y reticular profunda. En la capa papilar superior se
encuentran las papilas dérmicas las cuales son pequenas protuberancias
digitiformes (tienen forma de dedos) que conforman terminales nerviosas
que emergen y penetran a la epidermis conteniendo asas capilares
encargadas del abastecimiento nutritivo de la epidermis debido a que esta
no posee vasos sanguineos. Algunas de estas papilas incluyen receptores
tactiles llamados corpusculos de Meissner que son terminaciones nerviosas
sensibles al tacto. En las papilas dérmicas también existen terminaciones
nerviosas libres, cuya finalidad es enviar impulsos que se traduciran como
sensaciones de calor, frio, dolor, cosquilleo y comezon. Por su parte la capa
reticular profunda esta compuesta de tejido conectivo denso e irregular, de
colagena y fibras elasticas gruesas entrelazadas en forma de red, entre
cuyos espacios hay adipocitos, foliculos pilosos, nervios, glandulas
sebaceas y sudoriparas. Dicha combinacion de fibras de colagena y
elasticas en esta capa le proporciona a la piel su resistencia, extensibilidad
y elasticidad [1,3-8,11].
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Figura 2.1.4. Composicion del tejido laxo areolar presente en la dermis
(Tomado de (10))



Pagina |10

La hipodermis conocida también como capa subcutdnea (Figura 2.1.5), es
la encargada de unir a la piel con las estructuras subyacentes como el
hueso o el musculo. Esta capa se encuentra constituida por tejido areolar
adiposo subcutaneo, formada por células llamadas adipocitos, fibroblastos
y macrofagos. Su composicion consta de dos capas, la areolar que es la
mas externa, esta en contacto con la dermis y contiene principalmente
adipocitos; y la lamelar que es la profunda y que es la que se incrementa
cuando una persona aumenta de peso. Las funciones mas destacadas de
esta capa son conservar la temperatura, almacenar sustancias que son la
fuente de energia quimica mas importante para el organismo y ser una
almohadilla amortiguadora. Aunque pareciera que este tipo de tejido no
sirve de mucho este suele tener funciones importantes en el organismo ya
que los adipocitos tienen receptores para las hormonas del crecimiento,
tiroideo y la insulina, y ademas en ellos se almacenan los lipidos que son
principalmente grasas neutras y triglicéridos [1,3-8,11].
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Figura. 2.1.5. Estructura y localizacion del tejido adiposo profundo de la
piel (Tomado de (12)).

2.2. Lesiones de la piel

La piel conforma la capa limite exterior entre el ser humano y el medio
ambiente, y en este lugar tan expuesto actia por una parte como barrera,
y por otra como enlace entre el mundo exterior y los 6rganos internos. Pero
su misién es mucho mas amplia e importante que la de servir como limite
entre nuestro organismo y el medio. Dentro de las funciones especificas y
vitales esta su efecto protector a los agentes fisicos, quimicos y biologicos
presentes en el medio ambiente y que son potencialmente agresivos como
los traumatismos, las radiaciones solares, el frio o calor intenso, productos
causticos y microorganismos por mencionar algunos. Su interviencion en
la prevencion de la invasion de microorganismos es mediante el proceso de
descamacion de la capa queratinica. La secrecion sebacea posee
propiedades antimicrobianas debido a su elevado nivel de acidos grasos de
cadena larga. Favorece el intercambio de temperatura con el medio
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ambiente mediante y la modificacion del calibre de sus vasos sanguineos
actia como sistema de termorregulacion, de tal manera que una
vasodilatacion hace perder calor y una vasoconstriccion lo evita y algunos
de sus anexos como pelos y glandulas sudoriparas, también intervienen
en el mantenimiento de la temperatura interna, tiene participacion en la
sintesis de la vitamina D, en el metabolismo lipidico y sobre todo,
hidroelectrolitico. La piel esta considerada como un 6rgano sensorial de
primer orden debido a que contiene un gran numero de receptores
sensitivos para el tacto, temperatura y dolor y por consiguiente es un
organo de comunicacion social, el cambio en la inervacion de sus vasos
como respuesta a emociones producen rubor o palidez, a través del tacto
personas invidentes pueden comunicarse o realizar la lectura. Los cambios
en su coloracion normal como la palidez, cianosis, ictericia, vesiculas,
escaras, manchas por mencionar algunas llegan a constituir signos
clinicos presentes en muchas patologias y manifestaciones cutaneas
generales o como afecciones propias de la piel. En ella también se realizan
pruebas diagnoésticas como puede ser la inyeccion intradérmica de
tuberculina, o incluso para la administracion de farmacos topicos o
inyectables como la insulina [6].

Figura 2.2.1. Lesiones de la piel. a) Epidermis ampollosa, b) nevos, c)
vitiligo, d) pénfigo vulgar, e) cancer, f) ulceras, g) cicatrices y h) grades
heridas.

Por lo tanto, la importancia de mantener una piel intacta y libre de
traumatismos es vital para un desarrollo fisico, social y psicologico en el
ser humano. Pero, la piel puede sufrir algun tipo de dano ya sea por una
enfermada o accidente. Lesiones ocasionadas por quemaduras, cancer de
piel, diabetes, deficiencia venosa, enfermedades congénitas y malas
cicatrizaciones pueden danar la piel (Figura 2.2.1).

Dentro las lesiones mas severas que pueden afectar a la piel se
encuentran las quemaduras. Una quemadura es una lesion tisular
producida por la accion de temperaturas elevadas. La extension, y
magnitud de este tipo de lesion térmica depende del grado de temperatura
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y del tiempo de su actuacion (Figura 2.2.2). Las consecuencias de las
quemaduras se clasifican en una escala de cuatro grados. En la
quemadura de primer grado se produce un enrojecimiento y ligero
hinchamiento de la piel en la region afectada asociandose con dolor,
enrojecimiento y sensacion de tirantez. En la quemadura de Segundo
grado figura la formacion de ampollas debido a que, por efecto de calor
las células se lesionan o destruyen y por tanto liberan sustancias
flogogenas (las que producen inflamacion), estas sustancias aumentan la
permeabilidad vascular y favorecen el paso de plasma a tejidos. Al
aumentar en determinada medida la presion de dicho plasma extravasado,
se rompen los puentes protoplasmaticos que existen entre las células de la
epidermis y por tanto, se forma una vejiga o “ampolla”. En las quemaduras
de primero y segundo grado el estrato germinativo permanece intacto, se
mantiene la capacidad de regeneracion de la piel y puede garantizarse la
curacion sin dejar cicatriz. En la quemadura de tercer grado se da lugar a
una lesion duradera del epitelio y de todos los anexos cutaneos. La
desnaturalizacion de proteinas y la necrosis es provocada por el alto grado
de temperatura. Y finalmente, la quemadura de cuarto grado es la que deja
como consecuencia la carbonizacion de la zona afectada. En esta lesion los
tejidos no solo resultan coagulados sino también ennegrecidos y
carbonizados por el excesivo efecto del calor [67].

Figura 2.2.2. Tipos de quemaduras. a) Primer grado, solo afecta a la
epidermis, b) segundo grado, involucra a la dermis y la epidermis, c) tercer
grado, su profundidad afecta a la hipodermis, d) cuarto grado, involucra
musculo y hueso.

2.3 Sustitutos cutaneos

Actualmente los sustitutos de piel disponibles varian en complejidad y van
desde apositos temporales sintéticos hasta remplazamientos permanentes,
con o sin la incorporacion de cultivo de células de piel. Dentro de la
variedad de los sustitutos cutaneos actualmente comerciales se
encuentran los siguientes:
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Sustitutos acelulares

Contienen componentes que se incorporan en el lecho de la herida y
posteriormente pueden poblarse de células dérmicas del propio paciente,
los mas destacados son:

Biobrane: es un aposito biocompuesto que ayuda a la disminucion del
dolor, reduce el cambio de apédsitos y disminuye el tiempo de
hospitalizacion. Esta compuesto de una malla de nylon recubierta de
colageno péptido y unido a una membrana delgada de silicon [13-15, 17,
18].

Integra: es un remplazamiento sintético de piel, el cual combina los dos
tipos de apositos: temporal y permanente. Sus funciones como piel
artificial es proporcionar una cobertura fisiologica impidiendo el paso de
bacterias y evitando la pérdida de liquidos por lo que se utiliza en heridas
o defectos parcialmente profundos y ulceras cronicas. Esta formado por
dos capas: la externa que es una membrana de silicona y la profunda que
estda compuesta por una matriz reticulada de colageno bovino de tipo I
recubierto de glicosaminoglicanos de tiburén. Las desventajas que posee
son su alto costo, el largo periodo de vascularizacion que requiere (10 a 14
dias), los extremos cuidados pos operatorios ya que requiere de dos etapas
quirargicas; y el hecho de que los cultivos epidérmicos autologos no se
integran muy bien en la neodermis producida (tejido recién formado
alrededor de un andamio). Sus ventajas radican en el facil manejo, su baja
inmunogenicidad y el bajo riesgo de trasmision de enfermedades. Ademas
como regenerador dérmico crea una neodermis similar a la original que
ayuda a mejorar la calidad estética y funcional de la cicatriz [13,16-18].

TransCyte: es un sustituto de piel temporal formado por dos capas, la
externa compuesta de una lamina de silicona y la profunda que es una
malla de nylon cubierta de colageno dérmico porcino donde se introducen
fibroblastos alogénicos neonatales. Es usado en heridas de espesor parcial
durante la reepitelizacion o para cobertura de heridas de espesor total
antes de la colocacion del autoinjerto. Una ventaja de este sustituto es ser
transparente lo cual permite el monitoreo visual del lecho de la herida. Los
fibroblastos proliferan en la malla de nylon secretando colagena dérmica
humana, proteinas de la matriz extracelular y factores de crecimiento, por
lo que la piel sustituta brinda una adecuada barrera protectora temporal.
Entre sus desventajas esta el tener que ser retirado después de 7 a 14 dias
debido a que esta fabricado con material sintético no biodegradable [13-
15,18].

AlloDerm: es un sustituto permanente dérmico constituido por una dermis
alogena derivada de piel humana donada, para lo cual la piel es procesada
a fin de preservar gran parte de la matriz extracelular dérmica y evitar el
rechazo del tejido. Su diseno sirve como matriz biolégica y contiene la
estructura e informacion bioquimica para dirigir la revascularizacion
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normal, y la repoblacion celular. Es muy utilizado para remplazamientos
de tejido suave como es el caso de la reconstruccion de la pared
abdominal. En el caso de heridas por quemaduras es usado en conjunto
con autoinjertos de espesor parcial para producir resultados similares a
los injertos de espesor parcial o total [13-15,18].

Sustitutos alogénicos

Contienen células alogénicas (obtenidas de un donante) por lo que tienen
mayor similitud a la piel natural, pero estos solo son considerados
sustitutos temporales de piel debido a que las células alogénicas son
eventualmente remplazadas por las células derivadas del propio paciente.
La ventaja de estos sustitutos es que pueden secretar una matriz
extracelular y factores de crecimiento mejorando la regeneracion del tejido
y proporcionando una cobertura a la herida hasta que un autoinjerto esté
disponible, mientras que en el caso de las pequenas heridas estos
sustitutos pueden regenerar el lecho de la herida y sus alrededores sin
necesidad de requerir un injerto. En el caso de heridas grandes con
injertos autologos (tejido obtenido del propio individuo) de piel por
ingenieria de piel (como las de los quemados), con grandes extensiones de
piel afectada, el contener células autoélogas es un requisito indispensable,
donde la desventaja radica en que los sustitutos de piel obtenidos por
bioingenieria con células autologas, es el tiempo requerido para el cultivo
de células y la preparacion del injerto. Dentro de los sustitutos alogénicos
acelulares se encuentran:

Dermagraft. es un aposito compuesto por un andamio de polimero en
malla hecho a base de acido polilactico/acido poliglicolico sembrado de
fibroblastos alogénicos humanos obtenidos de prepucio de neonatos. Es
bioabsorbible ya que se degrada por hidrolisis en un periodo de 20 a 30
dias; tiempo en el que los fibroblastos producen factores de crecimiento y
elementos de la matriz extracelular que ayudan a regenerar la dermis
perdida. Este sustituto se utiliza principalmente para tratamientos en
pacientes con pie diabético y ulceras venosas. Una de sus desventajas es el
incremento en el costo debido a qué se requieren multiples aplicaciones
[14, 15,18].

Alpigraf y Orcel: estos sustitutos ya han sido aceptados por la FDA, y estan
constituidos de células y proteinas estructurales. Se elaboran en una
bicapa con una matriz de colageno bovino tipo I en gel o esponja de
colageno. La capa dérmica contiene fibroblastos y la capa epidérmica esta
formada por queratinocitos, ambos derivados de prepucio neonatal. Este
sustituto también suele ser aplicado en pacientes con ulceras venosas y
pie diabético. Entre sus principales desventajas se encuentran su corta
viabilidad después de la aplicacion (cinco dias), su aplicacion es delicada, y
presentan riesgo de transferir enfermedades a consecuencia de sus
constituyentes alogénicos [13-16,18].
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Sustitutos autélogos celulares

En teoria son substitutos permanentes de piel, compuestos de
queratinocitos y fibroblastos obtenidos de biopsias de las lesiones de los
pacientes; entre los que destacan se encuentran los sustitutos autologos
acelulares siguientes:

Epicel: consiste de una lamina de quertainocitos autdlogos sembrados en
cultivo que son aislados de una biopsia y estan generalmente listos en 3
semanas para usarse como injertos. Un problema que presenta este
sustituto es la formacion de ampollas epidérmicas, que cuando son
pequenas el problema se resuelve espontaneamente, pero cuando son
grandes el tratamiento termina siendo un fracaso. Este fenomeno se
atribuye a la ausencia de union de la dermis con la epidermis en la
composicion de injerto [15,18].

EpiDex: en este sustituto los queratinocitos no son obtenidos de biopsias
de piel, sino a partir de los foliculos pilosos del cuero cabelludo. La técnica
de obtencion consiste en arrancar el pelo del paciente y obtener las células
de la vaina externa de la raiz que posteriormente se colocan en cultivo de
explantes (tejido vivo separado de su 6rgano propio y trasferido a un medio
artificial de crecimiento) sobre una membrana de silicona. En
aproximadamente 5 semanas de expansion celular se realiza un segundo
cultivo para la preparacion de las laminas de injerto epitelial. Aunque los
resultados clinicos han sido favorables, con este tipo de sustitutos las
zonas tratadas han sido heridas relativamente pequenias [15,18].

Las limitaciones de estos remplazamientos de piel autélogos incluyen el
hecho de que solo contienen queratinocitos y por lo tanto solamente
suplen la capa epidérmica lo que provoca una alta fragilidad mecanica
debida a la ausencia de un componente dérmico. En el caso de grandes
heridas de espesor total como lo son las quemaduras, el remplazamiento
de ambas capas (la dérmica y la epidérmica) es benéfica para reducir
cicatrices, mejorar la funcionalidad, y obtener mejores resultados
cosmeéticos. Para que esto pueda realizarse se requiere la combinacion de
sustitutos dérmicos y remplazamientos epidérmicos, pero estos
generalmente requieren multiples procedimientos quirurgicos [18].

2.4. Biomateriales

El desarrollo y aplicacion de biomateriales goza hoy en dia de un gran
interés, aunque su existencia es tan antigua como la medicina misma [20].
Hay materiales como metales, ceramicas, plasticos, etc., que pueden estar
en contacto con fluidos fisiologicos, células o tejidos de un 6rgano con la
finalidad de sustituir una parte o una funcion del cuerpo humano de un
modo seguro, eficaz y fisiologicamente aceptable por el organismo. Pero no
todos los metales, ni todas las ceramicas o plasticos estan preparados para
interaccionar con sistemas biologicos [20, 21]. Un biomaterial se puede
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definir como wun material ideado para fabricar un dispositivo biomédico
que interaccionara con sistemas biolégicos remplazando, evaluando,
tratando o sustituyendo alguna parte o funcion del cuerpo de una forma
segura, confiable y fisiologicamente compatible [20,22].

Hasta hoy en dia se puede hablar de tres generaciones de biomateriales,
las cuales han ido evolucionando de acuerdo a las necesidades que se han
ido desarrollando para la convivencia en medios biologicos [23].

Primera generacion: eran utilizados en la industria y no disenados para
interactuar con el medio biologico. Se calificaron como  sustancias
sintéticas y farmacologicamente inertes disenadas para la implantacion
dentro de un sistema viviente o para incorporarse a €l. El objetivo de estos
era tener propiedades fisicas similares a las del tejido anfitrion con una
toxicidad y respuesta inmune de cuerpo extrano reducidas a su minima
expresion; como ejemplos de estos se encuentran los remplazos de
articulaciones y protesis vasculares.

Segunda generacion: definidos como materiales no vivientes y utilizados en
un dispositivo medico destinado a interactuar con los sistemas biologicos.
El objetivo era que fuesen bioactivos y bioabsorbibles o biodegradables.

Tercera generacion: biomateriales actualmente mas y mejor utilizados.
Disenados para albergar células, permitir su diferenciacion, promover el
desarrollo y reproduccion para generar tejido nuevo. Estos materiales hoy
se denominan andamios celulares.

Co
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BIOMATERIALES
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biomédicos tisulares

Figura 2.4.1. Componentes de los biomateriales y sus aplicaciones.

La ciencia de los biomateriales ha experimentado un espectacular
desarrollo gracias a la disponibilidad de materiales simples y compuestos
(composites) que permiten la preparacion de elementos con aplicaciones
avanzadas en la generacion de implantes tanto para tejidos duros,
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blandos, bioestables o biodegradables. En la Figura 2.4.1 se muestra la
variedad de ingredientes que comprenden el campo de los biomateriales y
sus posibles aplicaciones clinicas.

Dentro de toda la serie de compuestos que hoy se utilizan en el disefio de
biomateriales, los que actualmente se emplean en el campo de la medicina
se exponen en la tabla 2.4.1.

Tabla 2.4.1. Materiales que se emplean en medicina para evaluacion,

soporte y sustitucion de tejidos y organos.

Metales Ceramicos Polimeros Biologicos
Acero inoxidable Grafito Silicona Pericardio bovino
Oxido de talio Fibra de carbono Politetrafluoroetileno  Disoluciones de

(teflon) colageno
Iridio Fosfato tricalcico Poliolefinas Colageno
modificado
quimicamente
Oro Vidrio activado Polimetil-metacrilato Gelatina
Plata Hidroxilapatita Polimeros de Tejidos biologicos
hexametilamina y naturales o
acido adiptico modificados
(nylon)
Platino Alimina Polipropileno
Titanio Poliueretano
Aleaciones Fibra de poliéster
diversas a base (dacron)
de:
Cromo Epoéxidos
Cobalto Poliglicolato
Niquel Resinas acrilicas
Molibdeno Cloruro de polivinilo
Aluminio Polilactato
Titanio Polihidroxietil-
metacrilato
Policarbonato
Celofan
Acetato de celulosa
Polietileno
Alcohol polivinilico
Caucho

2.5. Polimeros

Dentro del grupo de biomateriales usados en medicina se encuentran
algunos polimeros. Estos polimeros poseen una amplia variedad de
aplicaciones debido a que presentan propiedades fisicas, quimicas y
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mecanicas muy similares a las de los tejidos vivos (los cuales en su
mayoria estan compuestos por polimeros naturales como las proteinas y
los polisacaridos). Una caracteristica relevante que poseen los polimeros
sobre otros materiales aplicados en el area biomédica es que son
biodegradables y por esta razon son utilizados al ser muy funcionales en
aplicaciones temporales. Kulkarni et al. Introdujeron en los anos 60 el
concepto de material bioabsorbible. Este tipo de polimeros se clasifican
como polimeros naturales y polimeros sintéticos, donde sus propiedades
mas importantes dependeran de su composicion [24].

Los polimeros naturales son el grupo donde se encuentran los polipéptidos
y los polisacaridos. La ventaja de usar polimeros naturales radica en el
hecho de que contienen moléculas biofuncionales que contribuyen a la
fijacion, proliferacion y diferenciacion celular, aunque también ofrecen
desventajas, ya que dependiendo de la aplicacion su velocidad de
degradacion no pude ser controlada provocando la inhibicion de ciertas
funciones, lo cual se resume en la dificultad para determinar el tiempo de
vida de estos polimeros in vivo. En la tabla 2.5.1 se exponen los polimeros
naturales con aplicaciones biomeédicas.

Tabla 2.5.1. Polimeros naturales utilizados en aplicaciones biomédicas.

Polimero Método de degradacion Producto de degradacion
natural primaria primaria
Agarosa Agarasas enzimaticas Oligosacaridos
Algin Liasas de alginato Acido manuroénico y acido
guluronico
Acido Enzimatica B (1-4) acido glucurénico y
Hialuroénico glucosamina
Quitosano Colageno enzimatico Glucosamina
Colageno Colageno enzimatico o Varios péptidos dependiendo
lizosima de la secuencia
Gelatina Colagenos enzimaticos Varios péptidos dependiendo
de la secuencia
Seda Peptidazas proteoliticas Varios péptidos dependiendo

de la secuencia

2.5.1 Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos son polimeros elaborados quimicamente y tienen
ciertas ventajas notables sobre los de origen natural; ya que pueden ser
manipulados para adaptarse a funciones especificas y presentar
propiedades controlables, ademas de que su velocidad de degradacion no
muestra variacion en los pacientes; los mas utilizados en aplicaciones
biomédicas se muestran en la tabla 2.5.1.1. Para este tipo de polimeros los
mas comunes son los poliésteres, aunque también se pueden incluir los
polianhidridos, policarbonatos y polifosfatos. Una desventaja que ofrecen
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estos polimeros es que por ser materiales sintéticos estos se pueden
degradar en productos desfavorables en altas concentraciones,
desencadenando acidez local y provocando respuestas adversas como
inflamacion o una encapsulacion fibrosa.

Tabla 2.5.1.1. Polimeros sintéticos usados en aplicaciones biomédicas.

Polimero
sintético

Método de degradacion
primaria

Productos de
degradacion primario

Acido poli glicélico
Acido poli L lactico
Acido glicélico D, L

Hidrolisis del éster
Hidrolisis del éster
Hidrolisis del éster

Acido glicélico
Acido lactico
Acido lactico y acido

lactico glicolico
Poli Caprolactona Hidrolisis del éster Acido caproico
Polipropileno Hidrolisis del éster Acido fumarico y
fumarato propilenglicol
Poli ortoester Hidrolisis del éster Varios acidos dependiendo
del grupo R
Poli anidrido Hidrolisis del anidrido Varios acidos dependiendo
del grupo R
Poli fosfatasa Hidrolisis Fosfatasa y amoniaco
Poli carbonato Eester e hidrolisis del Alcohol de alquino y
carbonato desaminoysosyl-tirosina

Poli etinel glicol/ poli No degradable No aplicable
etinel oxido
Poli uretano Ester, uretano, hidrolisis de

la urea

Disocianato y dioles

La importancia de tomar en cuenta la biodegradabilidad de los materiales
de interaccion con el organismo humano fue notada por algunos de los
primeros cirujanos como Joseph Lister quien observo que los lechos de las
suturas de aquel entonces que no eran de materiales absorbibles
causaban infeccion en las heridas tratadas. Entonces, desde la aparicion
de los polimeros sintéticos, los profesionales de la medicina se percataron
de que estos materiales podian ser de gran interés en aplicaciones
terapéuticas. Los polimeros degradables mas comunmente utilizados son
los elaborados a partir de acido poliglicélico (PGA) y de acido poliactico
(PLA), los cuales han encontrado una multitud de usos en la industria
meédica, comenzando por las suturas biodegradables.

2.5.2. Acido poliglicélico
El dcido poliglicélico “PGA” (Poli Glicolic Acid, por sus siglas en inglés) es

un poliéster lineal alifatico (Figura 2.5.2.1). Fue utilizado para desarrollar
la primera sutura sintética totalmente absorbible que se comercializ6 como
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DEXON® en los anos 60 por Davis & Geck, Inc. Mediante un proceso de
dimerizacion del acido glicolico se sintetiza el monomero ciclico, el cual por
polimerizacion de apertura de anillo de los di-esteres del acido glicdlico,
Los polimeros que se obtienen mediante este proceso tienen peso
molecular entre 20000 y 140000 con los cuales se pueden obtener fibras.
Es altamente cristalino (45 a 55 %), tiene un punto de fusion de 185 a 225
°C y una temperatura de transicion vitrea de 35 a 40°C, baja solubilidad
en solventes organicos, es hidrofébico y de alta degradacion lo que lo orilla
a tener baja resistencia mecanica. Se descompone hidroliticamente en
acido glicolico (ver tabla 2.5.2), pero tiene la desventaja de que a altas
concentraciones su acidez aumenta considerablemente provocando
inflamacion y posible dano al tejido en el area circundante al implante [18,
24].

catalizador

‘ n
O

Dimero ciclico del Acid liolicoli

Acido glicélico cido poligiicolico
Figura 2.5.2.1. Sintesis del acido poliglicolico mediante apertura de anillo
del dimero ciclico del acido glicélico.

2.5.3. Acido polilactico

El dcido polilactico PLA (Poli Lactic Acid, por sus siglas en inglés) es un
polimero sintético, termoplastico, amorfo o semicristalino. Ha sido
estudiado en el area biomédica por su variedad de aplicaciones en la
liberacion controlada de farmacos, suturas biodegradables, implantes para
fijacion de fracturas, elaboracion de dispositivos vasculares por mencionar
algunos. El PLA es una molécula quiral, existe en dos formas
estereoisomeras que dan lugar a cuatro polimeros morfolégicamente
diferentes, dos polimeros estereorreguales el PDLA (Poli D-Lactic Acid) y el
PLLA (Poli L-Lactic Acid), la forma racemica DLPLA y el meso-PLA. El
isomerismo oOptico del acido lactico tiene una gran influencia sobre la
desintegracion del monémero y las propiedades del polimero resultante.
Debido a la isomeria del PLA, tanto el PDLA y el PLLA son fisica y
quimicamente idénticos excepto que cada uno rota en direccion opuesta, el
D es dextrogiro (rota a la derecha) y el L es levogiro (rota a la izquierda).
Los polimeros D y L del acido polilactico son materiales semicristalinos y
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las propiedades de cristalinidad tienen importantes implicaciones tanto en
las propiedades mecanicas como en el tiempo de degradacion. Las zonas
amorfas del PDLA, PLLA y PDLA tienen una Tg (temperatura de transicion
vitrea) por debajo de la cual el polimero se comporta mas como un sélido
vitreo y por encima de la cual el polimero tiene un comportamiento de tipo
gomoso. Un polimero cerca de la temperatura corporal (36°C) sera mas
ductil al ser implantado, comparado con la temperatura ambiente. El peso
molecular también tiene una fuerte influencia ya que también puede
afectar las propiedades mecanicas como el tiempo de degradacion del
material [18, 24].

A | |
] CH3 CHj3; n

I
CHj3
%O c ] O O
atalizador [ ||
o\)\ > wiwO—CH-C—O—CH-C
‘ CH3
O

Dimero ciclico del )
Acido lactico Acido polilactico

Figura 2.5.3.1. Estructura quimica del acido poli lactico.

La degradacion del PLLA es hidrolitica y se descompone en acido lactico,
(tabla 2.5.1.1). Una hipotesis que se tiene a cerca de como el cuerpo lo va a
excretar es en forma de agua y dioxido de carbono via el sistema
respiratorio (Figura 2.5.3).

Acido Polilactico Acido Lactico

(PLA) l
Acido Pindvico Acetil Cfenzimﬂ Citrato
CO;

Figura 2.5.3.2. Esquema de degradacion del PLA en el organismo.
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2.6. Electrohilado

Las fibras desarrolladas por electrohilado han tenido un alto impacto en el
area Biomeédica ya que al producir fibras muy delgadas del orden
nanometros, con amplias areas superficiales, ha permitido desarrollar
soportes celulares o andamios, cuyas estructuras y dimensiones son
similares a las de una matriz extracelular de un tejido que se desea
reparar. Sin embargo no solo en esta area ha tenido aplicacion ya que
también es utilizado en filtracion, material de proteccion, aplicaciones
eléctricas y Opticas, asi como en sensores o compuestos reforzados con
nano fibras [25].

Historicamente el desarrollo de la técnica tiene sus origenes desde finales
del siglo XVI cuando William Gilbert describio los fenémenos magnéticos y
electrostaticos analizando gotas de agua colocadas cerca de piezas de
ambar perfectamente cargadas, dando como resultado una deformacion
conica de las gotas las cuales posteriormente fueron expulsadas del cono,
proceso sal que se le denomino electrospraying [26]. Posteriormente, en
1897 Rayleigh midi6 el efecto de inducir cargas eléctricas en chorros de
agua y en 1914 Zeleny analizo el comportamiento de gotas de solucion en
el extremo de un capilar e hizo un modelado matematico del
comportamiento de los fluidos sometidos a fuerzas electrostaticas. El
dispositivo fue patentado en 1900 por Coorley, en 1902 por Morton y
finalmente en 1934 por Formhals, quien describiéo explicitamente el
funcionamiento en su respectiva patente [27,29].

El electrohilado consiste en aplicar una fuerza electrostatica a soluciones
poliméricas para producir nano fibras de dimensiones controlables. El
dispositivo posee una tecnologia simple que permite una rapida
manufacturacion de grandes cantidades de fibras.

2T
. ,‘ a
o K

Nano fibras de polimeros

Jeringa con solucién
polimérica

Figura 2.6.1. Dispositivo de electrohilado.
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La Figura 2.6.1. esquematiza el proceso de electrohilado, el cual consiste
en aplicar un alto voltaje en un circuito eléctrico, que en un extremo
tendra conectada la punta de la aguja de una jeringa conteniendo el
polimero a hilar, a la cual se le aplicara una cierta velocidad de flujo, y por
consiguiente saldran gotas que posteriormente se transformaran en fibras.
En el otro extremo del circuito se conecta el colector debidamente
aterrizado, donde se capturaran las fibras. Debido al intenso campo
eléctrico al que estan sometidas las gotas, estas saldran de la punta de la
aguja como un chorro de solucion. Un chorro de solucion venciendo asi la
tension superficial y la viscoelasticidad de la solucion lo que provoca una
deformacion en la gota emergente y genera lo que se conoce como el cono
de Taylor. Debido a las cargas presentes en el chorro de la solucion
polimérica esta se estira y adelgaza a medida que viaja hacia el colector, y
al momento del impacto en el colector, la carga de las fibras se disipa y el
circuito eléctrico es completado [28].

Uno de los principales puntos a cubrir en la ingenieria de tejidos es poder
mimetizar lo mejor posible el tejido que se esta reparando. Fabricar
andamios con estructuras y dimensiones similares a la matriz extracelular
del tejido en cuestion es una de las tareas primordiales para proporcionar
a las células un ambiente muy similar a su habitat natural para asegurar
que el implante tenga una analogia en propiedades fisicas y estructurales
al del tejido original. Es por eso que en el proceso de la fabricacion de
andamios por electrohilado, se deben de tener en consideracion ciertos
parametros que deben cumplir las soluciones a hilar ya que de esto
dependera la morfologia de las fibras, entre los parametros a considerar se
encuentran tres grupos principales, lo cuales se muestran en forma
resumida en la tabla 2.6.1.

2.7. Polimerizacion por plasma

La ionizacion que sufren las particulas que componen un plasma es
debida a que el gas que las contiene esta sometido a radiaciones altamente
energéticas, campos eléctricos o energia calorifica alta.

2.7.1.Plasma

El fisico y quimico Sir William Crooks estudio la conduccion eléctrica en
gases y en 1879 propuso el concepto de “cuarto estado de la materia” para
describir a la “materia” que se encontraba eléctricamente cargada, pero fue
hasta 1928 que Inrving Langmuir implementa el término plasma para
denotar el estado en que se encuentran los gases contenidos en tubos de
descarga. Hoy en dia, al cuarto estado de la materia como el que se
muestra en la Figura 2.7.1 se le denomina, el cual describe a la materia
que se encuentra como un gas a alta temperatura y parcialmente ionizado,
donde sus componentes son iones positivos y negativos, electrones,
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moléculas excitadas y metaestables, fotones y especies neutras, entre otras
[30-32].

Tabla 2.6.1 Parametros y variables que deben cumplir las soluciones
poliméricas y el dispositivo de electrohilado.

Parametro Mayor Menor Resultado

»

SOLUCION POLIMERICA

DISPOSITIVO DE ELECTROHILADO

C.A.

Viscosidad  (Depende *
de la concentracion y el

peso molecular del *
polimero)

Conductividad eléctrica %

Tension superficial *

Voltaje % %

Velocidad de flujo de la *
solucion

Distancia entre la %
punta de la aguja y el
colector

** **

Humedad *

Temperatura de la *
solucion

Las fibras se rompen en gotas
antes de llegar al plato colector.
La concentracion dificulta el paso
de la solucion a través de la
aguja.

A mayor transporte de cargas,
mayor estiramiento de la solucion
y fibras mas delgadas.

A menor transporte de cargas,
menor estiramiento de la solucion
y fibras mas gruesas.

Aparicion de defectos en las
fibras (como perlas o gotas
solidas)

Obtencion de fibras lisas.

Muy alto produce fibras gruesas,
distorsion del chorro, aparicion
de perlas.

Poco impulso para que la
solucion llegue al colector.

Fibras mas gruesas, perlas de
mayor tamano.

Mayor tiempo para la evaporacion
del solvente, fibras sin defectos.
Las fibras pueden romperse
debido a su propio peso. Mayor
estiramiento de la solucion con
obtencion de fibras delgadas.
Aparicion de defectos (perlas) en
las fibras al trabajar a muy altas
o bajas distancias.

Incremento en el tamano vy
numero de poros entre las fibras.
Velocidad mas rapida de
deposicion de fibras y con menor
diametro.
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2.7.2. Clasificacion del plasma

Existe una gran variedad de plasmas que se encuentran en la naturaleza o
que se pueden producir en el laboratorio, y cuya clasificacion se puede dar
de distintas formas. Una forma posible puede ser mediante la medicion de
la temperatura o energia media de las particulas que lo conforman. En la
Figura 2.7.2.1 se muestra una grafica con la clasificacion de los plasmas
de acuerdo a su temperatura y numero de electrones.

2.7.3. Plasmas naturales

Dentro de los plasmas naturales como los ejemplos citados en la Figura
2.7.3.1 se encuentra la materia que compone alrededor del 99% del
Universo. En nuestro planeta el plasma natural es la ionosfera la cual
funciona como escudo de proteccion para los seres vivos contra los rayos
UV provenientes del Sol. Las auroras boreales son otro ejemplo de plasma
natural, estas se forman cuando particulas altamente energéticas y
cargadas eléctricamente son emitidas por el Sol y chocan con las
particulas de gas que conforman la atmosfera. Otro tipo de plasma natural
se encuentra en las tormentas eléctricas, cuando un rayo cae ocurre una
poderosa descarga natural de electricidad estatica, la descarga eléctrica
que se produce en el rayo es acompanada por la emision de luz que es
causada por el paso de corriente eléctrica que ioniza a las moléculas del
aire, donde dicha reaccion en la atmosfera calienta y expande rapidamente
el aire, dando origen a un plasma [34,35].

Magnetosfera

10
© de pulsars
- Fusion nuclear
por confinamiento
magnético Fusién nuclear
108 Magnetosfera por confinamiento
terrestre inercial
* Interior solar
108  Viento solar . PLASMAS FRIOS ¢

. Rayos
. Plasmas térmicos Enanas blancas

lonosfera

g

TEMPERATURA (°C)

Plasmas no neutros Electrones en metales

_Jood § ] Jor]

NUMERO DE ELECTRONES POR CM?

HERE

Figura 2.7.2.1. Distintos tipos de plasmas. La clasificacion se hace
mediante el numero de electrones por cm3 y su energia electronica media
(Tomado de [30]).



Pagina |26

Figura 2.7.3.1. Ejemplos de plasmas naturales. a) descarga natural de
electricidad estatica o rayo (Tomado de [36]). b) Aurora boreal, c) Nebulosa
de la Laguna, una gran nube de baja densidad de gas parcialmente
ionizado (Tomado de [37]).

2.7.4. Plasmas artificiales

Los plasmas artificiales son los que se pueden producir en el laboratorio
cuando se hace un incremento en la energia a los materiales, sin importar
la naturaleza de dicha energia [30, 33, 38]|. Estos plasmas pueden ser
generados de manera mecanica, térmica, quimica, por radiacion
electromagnética, reacciones nucleares o energia eléctrica las cuales
proporcionan descargas de arco, tipo corona, corriente directa (CD) y radio
frecuencia (RF, o descarga de resplandor) [30, 33, 38]. Especialmente este
trabajo estara enfocado en la produccion de un plasma por medio de
energia eléctrica, la cual se obtiene por descarga de RF.

2.7.5. Descarga de radio frecuencia

Los plasmas producidos por radio frecuencia (RF) se conocen como
plasmas frios. Estos plasmas tienen la caracteristica de que la
temperatura de sus particulas neutras asi como la de los iones, es muy
cercana a la temperatura ambiente, que oscila entre los 25 y 100 °C. Pero
la temperatura de los electrones (temperatura electronica) encontrandose
en un intervalo de los 500 y 105 °C. Otra caracteristica que presentan los
plasmas frios es que estos se generan a bajas presiones que suelen ser
menores a los 133 mbar (99.75 Torr) [33]. Dichas descargas se originan
cuando se hace pasar una corriente eléctrica entre dos electrodos los
cuales estan inmersos en un gas a baja presion. Las reacciones quimicas
que ocurren dependen del tipo de gas, de la presion a la que estan
sometidas, la geometria del reactor, la potencia aplicada, la densidad de
particulas y la corriente eléctrica [33]. Las descargas de radio frecuencia se
producen en el intervalo de 1kHz a 1GHz de frecuencia. Y como son de
bajo grado de ionizacion, al no ser un plasma en equilibrio suele llamarsele
también, descarga de resplandor [30] La Figura 2.7.3.1 muestra un
ejemplo de una reaccion que se lleva a cabo en un plasma de Acetileno con
Argon.
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(a) (b) (c)

Figura 2.7.3.1. Ejemplo de una reaccion de plasma de acetileno (C2Hy)
con argon (Ar) e hidrogeno molecular (Hz). La secuencia de imagenes
muestra el proceso de activacion del plasma. En (a) y (b) los electrones
comienzan a ionizar y disociar a los atomos y moléculas del plasma,
mientras que (c) muestra el deposito de atomos de carbono sobre un
sustrato (Tomado de [33]).

2.7.6. Parametros que caracterizan un plasma de radio frecuencia

Los parametros que caracterizan a un plasma de RF son los siguientes:

Potencia media

Es la potencia ganada por los electrones. Dado que en la reaccion se llevan
a cabo infinidad de colisiones entre iones, electrones y moléculas, la
potencia absorbida por un electron esta dada por:

e?EZ v,

p= 2m, v¢ + w?

Donde ve representa la frecuencia de colision de un electron con un
atomo, ® es la frecuencia del campo (RF) y Eo la amplitud del campo
eléctrico. La Figura 2.7.5 muestra los procesos de reaccion en un reactor
de plasma de RF [30].

1

1=
m(r, +1,)*N

Donde 7; y 72 son los radios de colision de las particulas y IV es el nimero
de densidad de particulas (particulas por unidad de volumen) [30].
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Longitud de Debye

Es un parametro caracteristico que describe el apantallamiento eléctrico,
donde el potencial de cada particula es apantallado por cargas de
particulas circundantes, de manera aproximada matematicamente, la
longitud de Debye se escribe como:

Tomando a & como la permitividad del espacio, e es la carga del electron,
k es la constante de Boltzmann, Te es la temperatura de los electrones y
Ne es la densidad electronica [30].

Camino libre medio

Es la distancia poligonal entre dos colisiones sucesivas debida a la
naturaleza probabilistica de dichas colisiones.

Temperatura del plasma

Esta determinada por la energia cinética promedio de los electrones
(temperatura electronica, Te) de los iones (temperatura i6nica, Tj); asi como
de las particulas neutras (temperatura de moléculas neutras, Tn). En el
caso de descargas a baja presion, Te es del orden de 104 K, T; ~300-1000K
y Tm ~ 300K. En las colisiones elasticas que llegan a ocurrir en las
reacciones del plasma los iones pierden mucha energia y entonces la
temperatura T; no puede ser tan alta como se le puede asumir que T; = Tn
[39].

2.8. Tipos de polimerizacion

Se le llama polimero a una cadena de macromoléculas formada por una
cierta repeticion de moléculas pequenas llamadas monémeros, (Figura
2.8.1). Los polimeros se clasifican en homopolimeros y copolimeros, esto
es de acuerdo al tipo de repeticion del monomero asi como de la
combinacion de estos, es decir, depende de cuantas moléculas distintas de
monomeros se usen para formar el polimero [42-44,46]. E1 homopolimero
esta formado por una sola especie de monomero. El Copolimero es formado
por la combinacion de dos o mas especies de monomeros.

Dentro de los tratamientos para fabricar polimeros existen muchos tipos y
categorias donde las mas destacadas son:
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Figura 2.8.1. Representacion grafica de como se forma un polimero, a
partir de la repeticion de un monémero (Tomado de [46]).

Polimerizacién por adicién

Ocurre cuando el monomero se adhiere a otro para formar el polimero pero
no tiene pedida de atomos, lo que implica que la cadena que resulta es
igual a la suma de las composiciones quimicas de los monémeros que
contiene [43-45].

Polimerizacién por condensacion

En la reaccion de esta existe perdida de atomos de moléculas no muy
grandes, como por ejemplo la de agua, este tipo de polimerizacion genera
productos, a diferencia de la de adicion [43-45].

Ejemplos de estos tipos de polimerizacion se encuentran la formacion del
polietileno que se lleva a cabo en una reaccion de adicion. Y la produccion
del nylon 6,6 se realiza por condensacion.

2.9. Polimeros Conductores y semiconductores

En la diversidad de los polimeros conductores, existen los polimeros
conductores sintéticos mejor conocidos como metales sintéticos y los
polimeros conductores naturales, estos ultimos suelen Illamarse
biopolimeros conductores. La funciéon primordial de los biopolimeros
conductores es proporcionar un acoplamiento de un polimero conductor y
un sistema biologico. Los biopolimeros mas utilizados en aplicaciones
biomédicas son el poliacetileno, polipirrol, politiofeno, polianilina y el
PEDOT (poli [3,4-ethylene dioxitiofeo]) cuyas macromoléculas se
ejemplifican en la Figura 2.9.2.

Los polimeros pueden ser dopados mediante la adicion de un reactivo
quimico que oxida o reduce el sistema, lo que hace transitar los electrones
de la banda de valencia a la banda de conduccion, haciendo que el sistema
sea mas conductor, la Figura 2.9.1 ilustra de manera peculiar como es el
dopaje de polimeros.
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Figura 2.9.1. Modelo de una cadena carbonada de un polimero conductor.
Poliacetileno sin dopar (a) y poliacetineno dopado (b). Los enlaces dobles
bien definidos de la molécula sin dopar la hacen ser mal conductora,
mientras que los enlaces difusos (lineas discontinuas) representan las
bandas semillenas de la molécula conductora (Tomado de [48]).

POLIACETILENO POLIPIRROL
W NN RS R\ \
\ / Y L/ Ty

POLITIOFENO POLIANILINA

-0 OO0

Figura2.9.2. Ilustracion de algunas de las cadenas carbonadas que
conforman a los biopolimeros conductores.

2.10. Pirrol

Un antecedente biologico del pirrol fue encontrado por Thomas Anderson
en una muestra pura por destilacion de aceite de hueso [49]. Aunque el
pirrol (o pirroles) se encuentran en un ambiente biolégico mas extenso,
siendo parte de cofactores y productos naturales [50], como la vitamina
B12, pigmentos biliares como la bilirrubina, biliverdina, las porfirinas del
grupo hemo y la clorofila por mencionar algunas [S1].

El pirrol ha mostrado el potencial como biomaterial que favorece el
crecimiento y el control celular ya que estudios realizados en simulaciones
eléctricas muestran que por medio de sustratos de pirrol se fomenta el
crecimiento de neuritas [52]. En consecuencia, estudios como el
mencionado y el trabajo expuesto en esta tesis abren las puertas para el
uso del pirrol como biomaterial para el desarrollo de andamios poliméricos
con aplicaciones a la ingenieria de tejidos.



Pagina |31

.Q:"-.___ l\,‘[ N v N o \ . / .' ".;\ .

< \Fé’, > /—'\\‘/)"\\)\ \/---'N\ ’/N _,\
. Ha-N S ke b M
Sesr Syl NOC . 5 CONH, oL

e | \ / =N’
,«\\ /:;\’//\ / 0 \ ik /-‘\
X ROQC\j

' H co\c“t\(

HO,C Co,H e 8 0 QNIZ 3C0, 0
0O-P.

1 hemeb o N 3 chlorophyll o

HO

2 vitamin B12

Figura 2.10.1. Productos naturales que contienen anillos de pirrol sus
moléculas (Tomado de [51]).

2.10.1. Peliculas de pirrol sintetizado por plasma

Tomando en cuenta que el pirrol es una molécula que se encuentra dentro
de algunos compuestos biologicos [51], se ha estudio su comportamiento
al ser modificada su estructura mediante la técnica de polimerizacion por
plasma. Esta técnica permite fragmentar las moléculas de pirrol dando pie
a la formacion de grupos amina con una buena adhesion celular [56]. Por
lo que el tratamiento del pirrol mediante plasma, estimula el crecimiento
de células como las nerviosas [53,54]. Resultados obtenidos en el grupo de
Ingenieria de Tejidos de la UAM Iztapalapa han mostrado que el modificar
superficies de andamios poliméricos sintetizados por plasma de pirrol y
pirrol con yodo crea un ambiente idoneo para el sembrado, crecimiento y
proliferacion de células como osteocitos, células musculares, hepatocitos y
células beta pancreaticas [57- 59].

2.11.Yodo

El yodo es un elemento quimico esencial para el ser humano. La glandula
tiroides fabrica las hormonas tiroxina y triyodotironina que contienen
yodo y el déficit en yodo produce bocio y mixedema. El uso de yodo detiene
el crecimiento de tumores cacerosos como el de mama y prostata. Sus
compuestos (solucion de yodo al 5%, tintura de yodo, yodopovidona),
desde su descubrimiento como elemento natural en 1811, por el quimico
Bernard Courtois, han sido usados ampliamente para la prevencion de las
infecciones y el tratamiento de heridas. El primer reporte del uso del yodo
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en el tratamiento de heridas fue dado por Davies en 1839, y
posteriormente fue usado en la guerra civil americana, ain hoy se usa la
tintura de yodo como antiséptico en cirugia, sin embargo el yodo molecular
suele ser muy toxico para los tejidos, causando dolor, irritacion y
decoloracion de la piel, por lo que se han desarrollados los yodoforos desde
1949, mas seguros y menos dolorosos. El yodo actua disminuyendo los
requerimientos de oxigeno de los microorganismos aerobios, interfiriendo
la cadena respiratoria por bloqueo del transporte de electrones a través de
reacciones electroliticas con enzimas, tiene una poderosa actividad
germicida, ataca bacterias, micobacterias, esporas, hongos, virus, quistes
y protozos [66].

2.12 Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier-Reflectancia
Total Atenuada

La espectroscopia es una técnica de caracterizacion que estudia la
interaccion de la radiacion (OEM, ondas electromagnéticas) con la materia;
se utiliza para estudiar materiales in vivo, ex vivo e in vitro.

2.12.1 Radiacion Infrarroja

La radiacion infra roja (IR) fue descubierta por el astronomo germano-
britanico Sir William Herschel en 1800. Este tipo de radiacion es la que se
encuentra por debajo de la region del rojo en el espectro electromagnético
(Figura 2.12.1.1), antes de iniciar la region visible (Figura 2.12.1). Este tipo
de luz no es visible para el ojo humano, ya que nuestro sentido de la vista
responde a longitudes de onda entre los 390 y 750 nm [60].

La espectroscopia IR analiza la composicion de la materia en un amplio
rango de muestras ya sea en bulto o en cantidades microscopicas, a
diversas temperaturas y estados fisicos. Esta técnica ofrece la ventaja de
ser no destructiva para las muestras de estudio y brinda informacion
concerniente a su estructura molecular mediante un espectro de
absorcion, el cual se obtiene al medir el paso de las OEM infrarrojas a
través de la muestra y determinar la fraccion de la radiacion incidente que
es absorbida. La porcion de energia a la que aparece en cualquier pico
mostrado en el espectro de absorcion corresponde a la frecuencia de
vibracion de una parte de la molécula de la muestra.

Fenomenoloégicamente lo que ocurre es que las ondas electromagnéticas
del IR que viajan a través del medio, en este caso la materia, interactuian
con la polaridad (momento dipolar) de los enlaces quimicos de las
moléculas. Si no hay polaridad en la molécula, la interaccion con la
radiacion IR esta inactiva y la molécula no produce un espectro IR.
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Figura 2.12.1.1. Distribucion de energia en el EM (espectro
electromagnético) de las ondas electromagnéticas que indica la cantidad de
radiacion que emite o absorbe una sustancia.

La region IR del espectro va de los 800 nm a los 1000 um y esta dividido
en tres regiones, Infra Rojo Cercano (NIRS), Infra Rojo medio (MIRS) e
Infra Rojo lejano (FIRS), como se muestra en la tabla 2.12.1.1 que exhibe
los intervalos para los tres rangos del infrarrojo.

Tabla 2.12.1.1 Regiones en el espectro electromagnético para la
espectroscopia infrarroja (IR) en funcion de su la longitud de onda.

Region IR  Longitud de onda Ndmero de
(tipo) (A) [nm] onda (A1) [cm-1]
1 (cercano) 700 a 2,500 14,000 a 4,000
2 (medio) 2,500 a 25,000 4,000 - 400
3 (lejano) 25,000 a 300,000 400 - 10

La primera region permite el estudio de sobretonos y armonicos o
vibraciones combinadas, mientras que la region media es para estudiar las
vibraciones fundamentales y la vibracion-rotacion de la estructura de
moléculas pequenas, y en la region lejana se encuentran las vibraciones
bajas de atomos pesados, metales ligeros o las vibraciones de la red.
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2.12.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En el desarrollo de las técnicas de espectroscopia infrarroja se logré un
gran avance, el cual ha permitido tener dos tipos de espectrometros IR: el
clasico y el de la trasformada de Fourier (FT). Ambos espectrometros
arrojan la arrojan la misma informacion pero, la diferencia radica en que
el segundo usa un interferometro de Michelon (Figura 2.12.2.1), que
permite que todas las frecuencias lleguen al detector a la vez y no solo una
como en el clasico, ademas de que en general, las técnicas
espectroscopicas que incluyen FT determinan el espectro de absorcion con
mayor precision [60].
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Figura 2.12.2.1. Representacion esquematica del funcionamiento de un
espectrometro FTIR.

2.12.3. Reflectancia Total Atenuada

En la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR, por
sus siglas en inglés), existe la posibilidad de anexar un accesorio de
reflexion total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés). Su funcionalidad
permite obtener espectros de peliculas delgadas, materiales opacos,
fuertemente absorbentes o gruesos que a menudo producen picos intensos
cuando se miden por el método de transmision convencional en la region
del IR cercano. La técnica ATR es idonea para este tipo de muestras debido
a que la intensidad de las ondas evanescentes decae de forma exponencial,
(lo que le confiere la denominacion de atenuada) conforme al incremento
de la distancia de la superficie del cristal ATR a la muestra ya que a menor
indice de refraccion y menor angulo de incidencia, mayor penetracion se
consigue. La profundidad de penetracion también se incrementa con la
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longitud de onda; haciendo que la técnica sea por lo general insensible al
espesor de la muestra.

La equipos de espectroscopia IR TF RTA (Infrarrojo por Transformada de
Fourier de Reflexion Total Atenuanda, “FT-IR-ATR” por sus siglas en
inglés) se basan en los principios de reflexion total interna, fenémeno que
se produce cuando la luz (radiacion electromagnética IR) atraviesa dos
materiales con distintos indices de refraccion, uno de menor valor que es
la muestra y otro mayor que es el elemento de reflexion total interna
(cristal ATR) a cierto angulo conocido como angulo critico. En esas
condiciones la luz se refracta de tal modo que no es capaz de atravesar la
superficie entre ambos medios y termina reflejandose completamente.

Onda evanescente

Muestra

Cristal Lﬂ/&_é

Haz de infrarrojo

Haz de 1nfrarrOJo (saliente)
(entrante)

Figura 2.12.3.1. Reflexion total atenuada (multiple) y formacion de onda
evanescente.

En el dispositivo del instrumento FT IR ATR, el haz de radiacion IR incide
sobre el cristal y sufre reflexion total interna en la interface cristal-muestra
creando una onda evanescente que se extiende mas alla de la superficie
del cristal, en la muestra manteniéndose en contacto con el cristal (Figura
2.12.3.1). En las regiones del espectro IR en que la muestra absorbe la
energia, se atenua la onda evanescente, entonces el haz atenuado regresa
al cristal y posteriormente sale por el extremo opuesto de este dirigiéndose
al detector del espectrometro IR [61]. En este trabajo se analizan muestras
de un espesor de alrededor de Smm por lo cual se consider6 usar la FT IR
ATR.
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3. Motivacion

La piel es el 6rgano mas grande de nuestro cuerpo y esta expuesto a sufrir
danos ocasionados por accidentes o enfermedades. Lesiones como
ulceras, grandes heridas o quemaduras que involucran una pérdida
considerable piel incitan a buscar alternativas que ayuden a mejorar el
aspecto y la salud de las personas que las padecen. Actualmente hay
tratamientos convencionales que permiten si bien no una reparacion total
de la herida, si una proteccion temporal que ayude a disminuir factores de
riesgo como las infecciones y perdida de liquidos.

Tratamientos como los autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos permiten
una sanacion total, parcial o temporal para las heridas de la piel. Pero,
este tipo de tratamientos no siempre suelen ser efectivos. En el caso de los
aloinjertos hay poca disponibilidad de piel ocasionada por la falta de
donantes debido una cultura pobre en nuestro pais acerca de la donacion
de 6rganos después de la muerte. En heridas de grandes extensiones como
en los grandes quemados la poca disponibilidad de piel sana para realizar
autoijertos limita a este tipo de tratamiento. Hoy en dia existen una gran
gama sustitutos dérmicos disponibles en el mercado algunos temporales y
otros permanentes pero son de alto costo [68], dificili manipulacion,
requieren de una vigilancia médica estricta y tratamientos constantes.

Dentro de la ingenieria de tejidos se trabaja arduamente en la creacion de
nuevos materiales biocompatibles que funciones como andamios que
permitan el desarrollo de 6rganos y tejidos en forma artificial. Como se
mencioné en la introduccion entre los materiales utilizados en el area
biomédica se encuentran los polimeros sintéticos como el acido polilactico
y el acido poliglicolico, estos materiales permiten crear soportes para
cargas biologicas. Modificar las superficies de los andamios por algun tipo
de medio fisico o quimico ocasiona que estos ofrezcan un ambiente mas
apropiado para la adhesion y proliferacion celular. El método de plasma
para la modificacion de superficies de andamios permite crear un
ambiente rico en grupos funcionales para un mejor anclaje celular [69].

Dicho todo lo anterior, el presente trabajo propone el uso de polimeros
sintéticos con modificacion de su superficie mediante la técnica de plasma
para obtener andamios bioaestables, biocompatibles y biodegradables que
funcionen como un soporte para células, en particulas las de piel.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Disenar y caracterizar andamios poliméricos de PGA y PLLA modificados
en su superfice con PPy-I mediante la técnica de plasma.

4. 2. Objetivos especificos

Modificar la superficie de andamios poliméricos de PGA y PLLA para
la creacion de un soporte de células de piel humana.

Caracterizar fisicoquimicamente soportes de PGA y PLLA de la
marca Biofelt® modificados en su supercicie por plasma de PPy-I.

Evaluar mediante cultivos celulares los andamios PPy-I1/PGA y PPy-
I/PLLA para su posible aplicacion en ingenieria de tejidos de piel.

4.3 Objetivos particulares

Desarrollar fibras poliméricas de PLLA por electrohilado, que
funcionen como un andamio para crear sustitutos de tejidos y
organos artificiales.

Aplicar la técnica de polimerizacion por plasma para modificar
superficies de materiales con aplicacion en ingeniera de tejidos.

Desarrollar y evaluar cultivos celulares con andamios de PGA y PLLA
modificados en su superficie con plasma de PPy-I para
queratinocitos, tenocitos y fibroblastos primarios derivados de piel
humana y la linea celular HEK-293.
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5. Desarrollo experimental

En este capitulo se describe la modificacion por plasma de andamios
poliméricos comerciales de acido poliglicolico (PGA-Biofelt®) y acido I-
polilactico (PLLA-Biofelt®), lo cuales fueron adquiridos en CONCORDIA
MEDICAL. Se describen los parametros usados para la modificacion de la
superficie del andamio.

5.1. Preparacion de los andamios

Los andamios se crearon cortando muestras de 10x10mm, se introdujeron
en el reactor de plasma para efectuarles un recubiertos con una pelicula
delgada de polipirrol dopada con yodo (PPy-I), la Figura 5.1.1 muestran los
andamios sin modificar.

Eor 4 =
| e

Figura 5.1.1. Andamios de fibras no tejidas de (a) acido poliglicolico (b)
acido polilactico, antes de ser sometidos al proceso de plasma para la
modificacion de su superficie.

5.2. Polimerizacion por plasma

Mediante la técnica de polimerizacion por plasma se hace un depoésito de
una pelicula delgada de PPy-I sobre los andamios de PGA, PLLA y al
mismo tiempo se recubren cubreobjetos de vidrio (knittel Glass de 2.5cm x
2.5cm) para su posterior analisis.

Un diagrama esquematico del reactor para la polimerizacion por plasma
(Figura 5.2.1) que esta construido con un tubo de vidrio Pyrex con
dimensiones de 9cm de diametro exterior, 0.35cm de espesor y 25cm de
longitud. En cada extremo del tubo se coloca una tapa de acero inoxidable,
donde cada tapa tiene dos puertos de acceso, ademas cada tapa tiene un
orificio en el centro donde se inserta un electrodo de acero inoxidable para
cada una. Los electrodos estan compuestos de una barra cilindrica y una
placa circular plana de 7cm de diametro. Los electrodos son conectados a
un generador de radio frecuencia DRESSLER Modelo CESAR-1500,
colocando un electrodo en la terminal positiva y otro en la negativa para
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formar un campo eléctrico entre las placas. Dado que cada tapa tiene dos
puertos, en uno de ellos se conecta el sistema de vacio que consiste de una
trampa fria para particulas y de una bomba de vacio mecanica marca
Edwards, mientras que en el otro puerto se conecta un medidor de presion
tipo pirani (Edwards), y en la otra tapa se colocan el monémero de pirrol y
yodo cada uno en su respectivo contenedor.

Sistema
de vacio
Electrodos
]: / \ — Pirrol
— [
@'—: Andamio (PGA o PLLA) 1

/ Generador de RF \

\ Dressler 1500 /

Yodo

Figura 5.2.1. Arreglo y montaje del dispositivo experimental para
polimerizacion por plasma.

Para iniciar el proceso de polimerizacion los electrodos se colocan a una
distancia aproximada de Scm entre ellos. Los andamios de PGA y PLLA se
colocan en el centro del reactor, pegados en el interior del tubo de vidrio y
entre los electrodos. Antes de iniciar la polimerizaciéon, se hace un proceso
de purgado al reactor de alrededor de 10 minutos para eliminar
impurezas. Posteriormente, se genera un vacio alrededor de 3x10-1Torr a
4x10-1Torr, se enciende la fuente de radio frecuencia, se ajusta a una
potencia de 20W y se abre la valvula del monoémero de pirrol durante una
hora. El yodo se inyecta de manera intermitente. La valvula de yodo se
abre a los seis minutos de iniciada la reaccion y se cierra a los 10 minutos,
posteriormente se vuelve a abrir a los 16 minutos y se cierra a los 20
minutos y asi sucesivamente hasta llegar a los 60 minutos de tiempo total
de sintesis. Esto se hace con la finalidad de que los andamios no queden
completamente cubiertos de yodo.

Al hacerles el deposito de una pelicula delgada por plasma de PPy-I, se
busca modificar esta propiedad para obtener una mejorar adhesion,



Pagina |40

proliferacion y diferenciacion celular. Debido a que el PPy-I ha mostrado
servir para el cultivo de diferentes lineas celulares [63,64]. La
polimerizacion por plasma proporciona una superficie rica en especies
reactivas, lo que permite una mayor interaccion con las células ya que el
andamio compuesto adquiere una superficie rica en grupos amina dotada
de cargas positivas que proporciona a los andamios wuna alta
biocompatibilidad para el cultivo de células [65].

5.3. Caracterizacion fisicoquimica y morfologica

En esta seccion se describen las técnicas usadas para la caracterizacion de
los andamios compuestos de PPy-1/PGA y PPy-I/PLLA.

5.3.1. Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier - Reflectancia
Total Atenuada

En la Figura 5.3.1.1 (a) se muestra el espectrometro de infrarrojo Perkin-
Elmer 2000 GX System. Como los andamios son muy gruesos no se
pueden analizar por transmision con este espectrometro por lo cual se
utiliza un aditamento para reflectancia total atenuada, ATR. Por lo que en
la Figura 5.3.1.1 (b) se muestra el aditamento de ATR Smith de diamante
Durasaple II. A los andamios recubiertos con PPy-I se les realizé un
espectro de infrarrojo en modo ATR, haciendo 32 barridos con un intervalo
de muestreo de 700 a 4000 cm1, con una resolucion de 4 cm-!.

Figura 5.3.1.1. a) Equipo de FT-IR, b) aditamento ATR de Perkin-Elmer
GX System.

5.3.2. Dispersion de Rayos X a angulo pequeiio

La caracterizacion por dispersion de rayos X a angulo pequeno (Small-
Angle X-Ray Scattering, SAXS) se efectu6 utilizando un equipo Xeuss,
Xenocs (Figura 5.3.2.1), equipado con una fuente de rayos X con anodo de
cobre, CuKa (Genix 3D Cu ULD, Xenocs) y un detector de pixeles hibrido
(Palatus 300K, Dectris). La distancia de la muestra al detector fue 1.28m,
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la longitud de onda del haz tuvo un valor de 0.15418 nm. Los andamios

Figura 5.3.2.1. Equipo de difraccion de rayos X a angulo bajo.

5.3.3. Dispersion de Rayos X a angulo grande

La caracterizacion por dispersion de rayos X a angulo grande (Wide-Angle
X-Ray Scattering, WAXS) se efectu6 utilizando un equipo Bruker D8
Advance, para lo cual se instalaron las muestras en un portamuestas para
solidos y se colocaron en el soporte del equipo. Se realizo un barrido de 5
a 50 grados en modo fijo en 11 minutos. La Figura 5.3.3.1 muestra el
equipo utilizado que se encuentra en el Laboratorio de Analisis cualitativo
por difraccion de rayos X de la UAM Iztapalapa.

Figura 5.3.3.1. a) Portamuestras, b) preparacion de muestras c)
portamuestra colocado en el difractometro y d) equipo para difraccion de
rayos X a angulo grande.
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5.3.4. Microscopia Electréonica de Barrido

La caracterizacion morfologica de los andamios se realizo para observar la
calidad de las fibras, su diametro, la porosidad generada por la
distribucion de las fibras y su degradacion, para lo cual se utiliz6 un
Microscopio Electronico de Barrido de Emision de Campo JEOL JSM
7600F. La Figura 5.3.4.1 muestra una imagen del equipo proporcionado
por el laboratorio de microscopia de la UAM Iztapalapa.

Previamente a la introduccion de los materiales al equipo de medicion se
les extrajo los restos de agua y solvente que pudieran contener mediante
una boba de vacio. Posteriormente se colocan pequenas muestras (Sx5
mm) de PGA, PLLA, PPy-1/PGA, PPy-I/PLLA sobre un porta muestras como
se exhibe en la Figura 6.2.4(c) adhiriéndolos con cinta de grafito.

Figura 5.3.4.1. a) Microscopio Electronico de Barrido JEOL JSM 7600F,
b) captura de datos y obtencion de imagenes, c) portamuestas con los
andamios a analizar.

5.4. Caracterizacion biolégica

Muestras de andamios modificados por plasma (Figura 5.4.1) y sin
modificar se sometieron a cultivo celular de 4 especies de células:
embrionarias de rinén linea HEK-293, fibroblastos, queratinocitos
primarios y tenocitos, estos tres ultimos derivados de piel humana. Los
crecimientos celulares se llevaron a cabo en el laboratorio de cultivo
celular del Banco de Piel y Tejidos en el Centro Nacional de Investigacion y
Atencion de Quemados (CENIAQ) del Instituto Nacional de Rehabilitacion
(INR) bajo la direccion del Dr. Francisco Martinez Flores.
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Para las pruebas biologicas se utilizo como medio de cultivo, suero fetal
bobino (SBF) y se realizaron pruebas de esterilidad, acidez y poblacion
celular.

Figura 5.4.1. Andamios colocados en caja de 6 pozos para analisis de pH
y cultivo celular.

5.4.1 Esterilizacion y sembrado de células

La esterilizacion de los andamios se realizaron sumergiéndolos en una
soluciéon de isopropanol durante 20 minutos, posteriormente se colocaron
en un gabinete estéril Herasafe Cabinet Class II (Thermo-Kendro,
Germany) para un proceso de secado por 10 minutos. Una vez realizado
esto, los andamios son rehidratados con SBF por una hora.
Posteriormente, se hizo un sembrado de células en una caja de cultivo
celular de seis pozos con medio de cultivo fresco y completo, adicionando
antibioticos y se procedi6 a la incubacion. Se midi6 la condicion de acidez
para cada sistema medio-andamio realizandose por triplicado y midiendo
elpHalos 1,2, 3y 7 dias.

Se realizo el sembrado de 2x106 células a alta confluencia en el medio
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient F12)
suplementado con antibioticos y SFB inactivado por calor. Las muestras se
colocaron en la incubadora a condiciones de 5% de COg2, 21% de Oz y
100% de humedad.

5.4.2 Microscopia Optica

Se observo la poblacion celular con un microscopico Optico para las
muestras control, PPy-I/PGA y PPy-I/PLLA. Para las células embrionarias
de rinon y los fibroblastos, se tomaron imagenes y para los queratinocitos
y tenocitos.
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5.4.3 Microscopia Confocal

Los complejos células/andamio se mantuvieron en cultivo por 9 dias,
después de este tiempo se reemplazd el medio de cultivo por un medio
infectado con un adenovirus no replicante Ad-CMV-GFP con multiplicidad
de infeccion (MOI, multiplicity of infection) de 100, durante una hora en
una caja de 6 pozos (Greiner Bio-one, Germany). Después, las células
fueron lavadas y el medio se remplazé por uno fresco y 24 horas mas
tarde, los conjuntos células/andamio fueron analizados con un
Microscopio Confocal LSM Meta 100 (Carl Zeiss, Germany) de Argén con
488nm de excitacion y con un filtro de 520nm de emision
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6. Resultados y discusion

6.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier-Reflectancia
Total Atenuada

En la Figura 6.1.1 se muestra un espectro de infrarrojo del PGA, donde se
puede apreciar en 3500cm-! se encuentra el caracteristico de la vibracion
del enlace O-H. En 2961cm! se localiza la  vibracion de los carbones
alifaticos (CH2), la senal mas intensa corresponde al grupo carbonilo (C=0)
que vibra en la posicion de1738cm-1. La vibracion de los enlaces CHs esta
localizada a 1412cm-!, mientras que la senal del grupo funcional C-C se
encuentra en la posicion de 177cm-! y el pico de 1084 cm-! corresponde a
la vibracion del grupo C-O.
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Figura 6.1.1. Espectro FT-IR-ATR del andamio de PGA.
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El espectro del andamio de PGA recubierto con PPy-I (Figura 6.1.2),
muestra bandas amplias y complejas caracteristicas de polimeros
sintetizados por plasma. En la posicion de 3311lcm! se encuentra la
vibracion de los grupos de aminas primarias y secundarias que son
caracteristicos del pirrol; esta banda amplia y compleja esta cubriendo la
vibracion del grupo O-H de PGA. El pico que aparece en 2958cm-! es
debido a los carbones alifaticos. Como en el caso del material sin
recubrimiento, la senal mas intensa corresponde al grupo carbonilo (C=0)
y vibra en la posicion de 1738cm-!, junto a esta senal se aprecia un
hombro que corresponde a la senal de C=N proveniente del pirrol. La
vibracion de los enlaces CH3z estan localizadas a 1412cm'! y es
caracteristica del PGA y el resto de las senales corresponden al PGA.
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Figura 6.1.2. Espectro FT IR ATR del andamio de PGA cubierto con una
pelicula delgada de PPy-I.
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En la Figura 6.1.3 se muestra el espectro infrarrojo del andamio de PLLA.
Se observan los picos caracteristicos de los grupos funcionales del PLLA:
en 1784 cml se localiza la vibracion caracteristica del grupo carbonilo
C=0 que es la senal mas intensa; el grupo funcional CHs muestra sus
vibraciones asimétricas entre 1454 cm! y 1387cm-!, mientras que en 1177
cm! se encuentra la vibracion del grupo C-C y la vibracion de tension del
grupo éster C-O, se observa en 1084cm-1.
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Figura 6.1.3 Espectro FT-IR-ATR del andamio de PLLA.




Pagina | 48

En la Figura 6.1.4 se muestra el espectro infrarrojo del andamio de PLLA
recubierto con PPy-I polimerizado por plasma, en donde se puede apreciar
alrededor de 3300 cm-! la senal de las aminas primarias de polipirrol,
alrededor de los 2900 cm-! la vibracion caracteristicas de los carbones
alifaticos, en los 1784 cm-! la vibracion caracteristica del grupo carbonilo
C=0 y junto de ella, al igual que en el caso anterior, en forma de un
hombro la vibracion del grupo C=N proveniente del polipirrol. Con una
intensidad menor se muestra el grupo funcional CH3z cuyas vibraciones
asimétricas entre los 1446 cm-! y 1361cm-1. La interaccion con el PPy-I
ocasiona que estas bandas estén recorridas hacia valores menores. En
1185 cm-! se encuentra la vibracion del grupo C-C mientras la vibracion
de tension del grupo éster C-O, se observa en los 1076 cm-1.
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Figura 6.1.4. Espectro FT IR ATR del andamio de PLLA recubierto con
PPy-1.
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6.2 Dispersion de Rayos X
6.2.1 Dispersion de Rayos X a angulo pequeiio

En la Figura 6.2.1 se muestra el difractograma de rayos X a angulo
pequeno de los andamios de PGA y PLLA sin modificar y los recubiertos
con una pelicula delgada de PPy-I sintetizada por plasma. Todos los
difractogramas son difusos, sin pico de difraccion maximo. Los espectros
de PLLA y PPy-I/PLLA no muestran ninguna senal de difraccion mientras
que PGA y PPy-I/PGA presenta un pequeno hombro alrededor de q=0.85
nm-!. Este material tiene una estructura lamelar encerrada entre capas
amorfas del polimero, el hombro en esta posicion indican que el tamano de
las lamelas es de 7 a 8 nm. Como se puede apreciar la capa de polimero
sintetizada sobre el PGA no altera la estructura del material.
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Figura 6.2.1. Espectro de dispersion de rayos X para angulo pequeno.
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6.2.2 Dispersion de Rayos X a angulo grande

La Figura 6.2.2.1 se muestra el difractograma del andamio de PGA sin
modificar, el cual indica que se tienen una fase amorfa y sobre ella
destacan dos picos cristalinos. El grado de cristalinidad, el tamano de los
cristales y los parametros de red se pueden obtener de este difractograma.
Si la longitud de onda del haz de rayos X es de A = 0.1542 nm y con un
diametro del haz de 0.4 mm en la posicion de la muestra.

El grado de cristalinidad se puede obtener deconvolucionando el
difractograma y tomando el area de la region cristalina entre el area total,
o aplicando la ecuacion:

X le 100
= *
I+ Iy

Donde I. es la intensidad de difraccion del pico cristalino y Ia es la
intensidad de difraccion del pico amorfo.

El tamano del cristal se puede estimar con la ecuacion de Scherrer:

Do kA
~ B cos(9)

Donde k= 0.9, B es la altura a la mitad del pico de difraccion y 6 es el
angulo de difraccion de Bragg.

El difractograma muestra 2 picos intensos en 22.5° y 29° que son
asignados a los planos de difraccion (110) y (020) respectivamente. La
celda unitaria para el cristal de PGA es ortorrombica y tiene parametros de
red de: a=5.25 A, b=6.19 A y c=7.02 A con una cristalinidad del 50%.

En la Figura 6.2.2.2 se muestra el espectro del andamio compuesto de
PPy-1/PGA, en el cual se pueden apreciar dos fases, una cristalina debido
y otra debida a la amorfa ambas debidas al PGA, ademas de la parte
amorfa de polipirrol derivado de plasma. La parte cristalina presenta una
mayor intensidad ya que tiene dos contribuciones a esta fase, una por el
polipirro y otra por el PGA. El difractograma muestra los picos
caracteristicos del PGA centrados en 20=22.5° y 290, los cuales traslapan
completamente el pico del PPy-I centrado en 25°. El espectro indica que los
dos materiales estan presentes en la muestra y su forma es solo la
superposicion de los dos espectros discutidos anteriormente.
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Figura 6.2.2.1 Difractograma de la andamio de PGA.
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Figura 6.2.2.2. Difractograma del andamio de PGA recubierto de una

pelicula delgada de polipirrol dopado con yodo.
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En la Figura 6.2.2.3 se muestra el espectro de difraccion de rayos X de
angulo grande del andamio de PLLA sin modificar. Apreciandose que el
PLLA tiene dos fases, una cristalina y otra amorfa. Sobre la region amorfa
destaca un pico centrado en 26=16.5° que corresponden al plano de
difraccion de (200/110), esta senal indican la presencia de cristales a. Los
parametros de red asociados a este tipo de estructura ortorrombica son
a=10.6 Ab=10.6 Ay c=28.8 A.

En la Figura 6.2.2.4 se muestra el difractograma del andamio de PLLA
recubierto con polipirrol-yodo, y como en el caso del PPy-I/PGA, el
espectro muestra la superposicion de 2 senales, una del PLLA y otra del
polipirrol-yodo, pero sin apreciarse cambios significativos.

En la Figura 6.2.2.5 se muestra el difractograma del polipirrol-yodo
sintetizado por plasma utilizado para recubrir las fibras de PGA y PLLA. El
poliprrol-yodo esta depositado sobre un cubre objeto de vidrio para su
analisis, observandose que el polimero es de naturaleza amorfa como lo
indica el ancho pico caracteristico de material amorfo centrado en 26=25°,
ya que este pico se debe a la dispersion de las cadenas poliméricas en el
espacio interplanar. La separacion promedio de las cadenas poliméricas se
puede calcular del pico principal usando la relacion siguiente:

6= 51
"~ 8sen ()

Donde S es la distancia de separacion de las cadenas del polimero, A es la
longitud de onda de rayos X y 0 es el angulo de difraccion a la maxima
intensidad del pico. La separacion promedio entre cadenas poliméricas se
calculé dando un valor de S=4.45 A para el polipirrol-yodo sintetizado por
plasma.

El tamano promedio del cristal del pico a 25° se puede estimar usando la
formula de Scherrer indicada anteriormente, resultando D=56 nm.
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Figura 6.2.2.3. Difractograma del andamio de PLLA sin modificar.
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Figura 6.2.2.4. Difractograma del andamio de PLLA recubierto con
polipirrol-yodo.
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Figura 2.2.2.5 Difractograma de la pelicula depolipirrol-yodo depositada
sober vidrio via plasma.

6.3. Microscopia Electronica de Barrido

En la Figura 6.3.1 se muestran fotomicrografias del andamio de PGA a
diferentes amplificaciones en las que se observan fibras distribuidas de
manera aleatoria por toda la zona como si fuera paja arrojada al azar.
Estan fibras tienen una apariencia rigida y su superficie es muy lisa, esta
propiedades no permiten que las células se anclen y proliferen en su
superficie. Se puede apreciar en las imagenes que al estar distribuidas de
manera aleatoria generan poros de diferentes tamanos, mayores a 20 um.
Este tamano de poro los hace ideales para crecer sobre ellos diferentes
células como los queratinocitos que tienen un diametro aproximado de 6 a
10 pm [70], los fibroblastos de 10 a 15 um [71]. El tamano de los poros
generados permite que las células se introduzcan dentro del andamio y
generen un crecimiento tridimensional. El tamano promedio de las fibras
de PGA sin modificar es de 13.28 um con una desviacion estandar de 1.61
um.
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Figura 6.3.1 Imagenes de SEM del andamio de PGA. a) Vista panoramica
donde se aprecia una distribucion aleatoria de las fibras, barra de 100 um.
b) Acercamiento para la apreciacion de la superficie de las fibras, barra de
100 um. c) Fibras bien estructuradas pero fracturadas, barra de 10 um. d)
Acercamiento a una fibra mostrando una superficie demasiado lisa, barra
de 10 um.

En la Figura 6.3.2 se muestra el andamio de PGA recubierto con una
pelicula delgada de PPy-I. Como se puede apreciar en las imagenes (a) y
(b), las fibras se fragmentaron debido posiblemente a la adsorcion de
humedad ambiental que les provoco degradacion, y algunas fibras se ven
largas y algunas tienen la apariencia de estar recubiertas con una pequena
pelicula de PPy-I, esta pelicula no las protegi6 de la degradacion de los
factores ambientales. En la imagen (c) se aprecia con mayor detalle la
pelicula de PPy-I, en la parte inferior de la imagen se ve que la pelicula se
fracturo y muestra en el fondo a la fibra. En el centro de la imagen (d) se
aprecia como las fibras se estan fragmentando en pedazos pequenos. Esta
degradacion tiene efectos importantes sobre los cultivos celulares como se
discutira mas adelante en este capitulo.
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Figura 6.3.2 Imagen SEM del andamio de PPy-I/ PGA. a) Fibras
fragmentadas después de la modificacion superficial, barra de 100 um. b)
Apreciacion mas nitida del conglomerado de fibras, se aprecia una
superficie rugosa a causa de la exposicion al plasma, barra de1l00 pum. c)
Acercamiento en el extremo de una fibra, se aprecia claramente una
superficie rugosa provocada por la exposicion al plasma, barra de 1lum. d)
Acercamiento a un pequeno grupo de fibras, se observa un perfecto
recubrimiento, con un diametro aproximado de20 um, barra de 10 um.

En la Figura 6.3.3 se muestran fotomicrografias del andamio de PLLA
recubierto con una pelicula delgada de PPy-I. En la Figura (a) se puede
apreciar que las fibras son largas y estan distribuidas de manera aleatoria
sobre toda la superficie y su distribucion genera poros grandes mayores a
100 um. En (b) se puede apreciar una especie de manojos de fibras que
estan alineadas unas respecto de otras, son fibras largas mayores a 600
um. A diferencia de las fibras de PGA que son redondas, las fibras de PLLA
son un poco aplanadas en las puntas, y homogéneas en la distribucion de
tamano de su seccion transversal, por lo que su diametro promedio es de
24.35 um, con una desviacion estandar de 3.42 um. La Figura 6.3.3 (c)
muestra con mayor detalle que las fibras de PLLA estan aplanadas en la
punta y presentan algunas protuberancias sobre su superficie, en el
centro de la imagen se aprecia la punta de una fibra aplanada con una
seccion transversal de aproximadamente 50 um la cual permitiria que una
célula se ancle sobre su superficie y atun tenga un poco de espacio para
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moverse. En 6.3.3 (d) se aprecia la punta de una fibra y pareceria que la
fibra tiene una estructura interna soélida y que esta forrada por una
pelicula delgada, también se aprecia una marca de 10 um de largo y junto
a ella algunas protuberancias. Las marcas y protuberancias indican que
las fibras no son completamente lisas.

09/10/2014 09/10/2014
02:05:33 x M WD 02:06:07
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15.0kv SEI SEM WD 6mm 02:11:24 15.0kV SET SEM WD 6mm 02:08:28

Figura 6.3.3. Imagen de SEM del andamio de PLLA. a) Vista panoramica
de la estructura del andamio, se observan fibras largas no fracturas con
buena consistencia, barra de 10um. b) Acercamiento que muestra la forma
en la que estan agrupadas las fibras, se observan alineadas, con
longitudes mayores a los 600um, barra de 100um. c) Acercamiento a los
extremos de unas fibras, se observan superficies bastante lizas sin rasgos
de fractura, barra de 10um. d) Acercamiento al extremo de una fibra, se
puede apreciar algo de rugosidad lo que permite la adherencia de algunas
células y estructura interna sélida, barra de 10um.

La Figura 6.3.4 muestra el andamio de PPy-I/PLLA a diferentes
amplificaciones. En la Figura (a) se ve una distribucion aleatoria de las
fibras sobre todo el campo visual se aprecian fibras largas que no han
sufrido un proceso de degradacion como el mostrado por las fibras de PGA.
Parece que la pelicula de PPy-I en este caso si protege a la fibra, lo que va
a ocasionar que este andamio sea mas resistente a los factores
ambientales y dure mas tiempo sin sufrir degradacion dentro del sistema
biologico. En la parte inferior izquierda de la imagen se aprecia una fibra
que no es redonda y esta formando una especie de “liston”. En (b) se
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aprecian fibras rigidas algunas de ellas con pequenas fracturas
superficiales lo que indica que la pelicula de PPy-I se fracturd
posiblemente d a la manipulacion de la muestra. En la parte superior
derecha se aprecia en segundo plano una rasgadura a la cubierta de la
fibra, indicando que la pelicula esta adherida sobre las fibras. La imagen
(c) muestra un acercamiento, donde se observa que la pelicula de PPy-I se
depositdé cubriendo casi en su totalidad el perimetro de la fibra, en color
negro se aprecia la fibra y en un tono mas claro la pelicula. En (d) se
muestra con mayor detalle el recubrimiento de pelicula. Las fibras que
estan en el fondo de las imagenes (c) y (d) también estan recubiertas del
polimero, lo que indica que la pelicula sintetizada por polimerizacion por
plasma recubre a las fibras internas del andamio lo que puede provocar
que las células se introduzcan al andamio dando la posibilidad de generar
un crecimiento celular tridimensional.

a > 4

100pm JEOL 24/05/2013 == 10pm JEOL 24/05/2013
1.00kv SEI  IM WD 8.7mm  02:06:43 1.00kv SEI _ IM WD 8.7mm  02:08:53

= 10pm JEOL " 24/05/2013 —— 10pm JEOL 24/05/2013
1.00kV SEI  GB_HIGH WD 4.5mm 02:19:52 X 1,800 1.00kV SEI  GB_HIGH WD 4.5mm 02:12:07

Figura 6.3.4. Imagen SEM del andamio de PPy-I/PLLA. a) Se Observa la
estructura y firmeza de las fibras que componen este andamio, el
recubrimiento se ve bastante bien adherido a la superficie de las fibras,
barra de 100 pm. b) Acercamiento a mas detallado, se aprecia claramente
el deposito de la pelicula de polipirrol-yodo. La fibras tienen un diametro
aproximado de 25 um, barra de 10 um. c) Se aprecian tres fibras de
logitudes suficientemente largas y perfectamente firmes. La region en
negro es parte de la fibra que se cubrié de la pelicula de PPy-I, la parte
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blanca es la pelicula de PPy-I que deposito sobre la fibra, el diametro de
una de las fibras es de 20um, barra del0 um. c) Se aprecia perfectamente
un segmento de una fibra, se ve claramente la algunas capas de la pelicla
depositada, barra del0 um.

6.4. Pruebas bioldgicas
6.4.1 Prueba de acidez

En la tabla 6.4.1 se muestran los resultados de la inmersion de los
andamios compuestos en el medio de cultivo celular, se midio el pH a las
24, 48, 72 horas y asi como a los 7 dias. Como medio control se usé el
suero fetal bobino (SFB) y como se puede apreciar en la tabla, este no
sufre cambios importantes en el pH tomado a los tiempos indicados. Para
el PPy-I/PGA desde las primeras 24 horas sufre un cambio muy
importante, ya que el pH inicial fue el mismo que el del control (7.23) pero
cambi6o a 3.15 debido a que el material se esta degradando, como lo
muestra la imagen obtenida por SEM, y en consecuencia el medio se
acidifica, observandose el mismo comportamiento hasta el dia 7. Este
material tiene un efecto significativo sobre el medio de cultivo celular y
sobre los cultivos celulares como se mostrara mas adelante. En contraste,
el andamio de PPy-I/PLLA no presenta cambios significativos en el pH del
SEFB-polimero con respecto al medio control durante el tiempo que duro el
experimento. Este andamio es muy estable en el medio celular permitiendo
una mejor respuesta al crecimiento celular como se describira mas
adelante.

Tabla 6.4.1. Medicion del pH en funcion del tiempo de inmersion de los
andamios en el medio de cultivo celular.

Tiempo Control PPy-I1/PGA PPy-I/PLLA

24 horas 7.23 3.15 7.32
48 horas 7.50 3.66 7.64
72 horas 7.19 3.44 7.34

7 dias 7.15 3.62 7.23

6.4.2. Cultivo Celular sobre los andamios modificados

Sobre los andamios modificados se sembro la linea celular HEK-293,
fibroblastos humanos primarios derivados de piel, queratinocitos humanos
primarios derivados de piel y tenocitos humanos primarios.
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6.4.3. Microscopio Optico

A continuacion se muestran las imagenes obtenidas después de 7 dias de
cultivo de los cuatro tipos celulares, para medio control, PPy-1/PGA y PPy-
I/PLLA.

Linea celular HEK-293

Figura 6.4.2.1. Imagenes del cultivo celular de la linea HEK 293 obtenidas
con microscopio optico en medio control. a) y b) medio control. c) y d) sobre
el andamio de PPy-I/PGA. e) y f) sobre el andamio de PPy-I/PLLA.

En la Figura 6.4.2.1 se muestra las imagenes obtenidas con microscopio
optico del cultivo celular de las células HEK-293 en el medio control y
sobre los andamios de PPy-I/PGA y PPy-I/PLLA. En 6.2.4.1 (a) se aprecian
los nucleos celulares de forma redondeada y el cuerpo celular de forma un
poco alargada, las células se estan uniendo tratando de formar una
monocapa celular. En esta misma imagen se aprecian células muertas de
forma redonda lo que indica que no se anclaron al sustrato y murieron. En
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6.2.4.1 (b) se aprecia cumulos de células que estan ancladas al substrato,
en la parte inferior izquierda se aprecia con mayor detalle los nucleos de
las células y como que se unen entre si para formar un entramado.
También se aprecian algunas células muertas. En la Figura 6.2.4.1 (c) se
ven algunas fibras del andamio fragmentos en el fondo del pozo de cultivo.
Se ve que todas las células en la zona estan muertas y se aprecian en
forma de ovillos. En 6.2.4.1 (d) solo se aprecian fibras en el extreme
superior izquierdo pero no se aprecia ninguna célula anclada en este
andamio. Como lo marca el analisis de acides esta es provocada por la
degradacion de las fibras ocasiona que todas las células se mueran. En la
Figura 6.2.4.1 (e). Se puede apreciar una gran cantidad de células en el
fondo del pozo de cultivo, se aprecia un pequeno segmento de fibra que se
desprendio del andamio. Se aprecian pocos nucleos celulares en forma de
ovillos En el area no se aprecia ninguna fibra del andamio compuesto. En
6.2.4.1 (f) se enfoca a un extremo del andamio, se observan algunas fibras
largas y sin fragmentaciones, sobre ellas se aprecia adherencia de células
y formacion de cumulos.

Fibroblastos

Figura 6.4.2.2. Imagenes del cultivo celular fibroblastos primarios
derivados de piel humana,obtenidas con microscopio optico. A) Medio
control. b) Sobre el andmio de PPy-I/PGA y d) sobre el andamio de PPy-
I/PLLA.
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La Figura 6.4.2.2 muestra las imagenes obtenidas con microscopio 6ptico
del cultivo de fibroblastos primarios derivados de piel humana. 6.4.2.2 (a)
Es para el medio control donde se aprecian fibroblastos desarrollados en
su forma poligonal tradicional anclados a la superficie, algunos nucleos
celulares tratan de llegar a la confluencia formando una monocapa. En
6.4.2.2 (b) se muestra el cultivo sobre el andamio de PPy-I/ PGA, en el
fondo de la imagen se aprecia trozos de fibras del andamio y una gran
cantidad de células muertas, por lo que este andamio mostré no ser apto
para este cultivo de células. 6.4.2.2 (c) y (d) muestran las imagenes del
cultivo sobre el andamio de PPy-I/PLLA. Ambas imagenes fueron
enfocadas al extremo del andamio para tener una mejor apreciacion de lo
que esta sobre las fibras, en estas imagenes se aprecian células que estan
rodeando a las fibras, todas las fibras que se muestran tienen células
ancladas y vivas en su superficie, lo cual indica que este andamio es
agradable para este tipo de células.

Queratinocitos

Figura. 6.4.2.3. Imagenes del cultivo celular de queratinocitos primarios
derivados de piel humana obtenidas con microscopio optico. A) Medio
control. b) Sobre el andmio de PPy-I/PGA y d) sobre el andamio de PPy-
I1/PLLA.
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En la Figura 6.4.2.3 se muestra el cultivo celular de queratinocitos
primarios derivados de piel humana. La Figura 6.4.2.3 (a) corresponde al
cultivo en el medio control, se puede apreciar que hay una gran cantidad
de queratinocitos diseminados por toda la superficie y aunque hay
cumulos de células que se estan desarrollando en esta superficie también
hay células muertas. La imagen en 6.2.4.3 (b) presenta el andamio de PPy-
I/PGA, y se puede apreciar que en el fondo del pozo la mayoria de las
células no se ancléo y murieron, sobre las fibras se aprecian algunas
células que ancladas sobre ellas pero muertas. La imagen 6.4.2.3 (c)
corresponde al andamio de PPy-I/PLLA, la parte iluminada de la fotografia
muestra una gran cantidad de queratinocitos adheridos a la superficie de
las fibras, las cuales se aprecian firmes sin rasgos de degradacion.

Tenocitos

Figura. 6.4.2.4. Imagenes del cultivo celular de tenocitos primarios
humanos obtenidas con microscopio 6ptico. a) Medio control. b) Sobre el
andamio de PPy-I/PGA y d) sobre el andamio de PPy-1/PLLA.

En la Figura 6.4.2.4 se exponen las imagenes del cultivo de tenocitos, este
tipo de cultivo es complicado debido a que estas células crecen sobre
matrices de colageno y su desarrollo en otros substratos requiere de
tratamientos especiales. En la Figura 7.5.4 (a) se tiene al medio control,
donde se observa que los tenocitos no se desarrollaron en este sustrado
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como los otros tipos celulares. Se pueden notar algunas pocas células en
la superficie y algunas estan muertas porque estan formando ovillos, lo
cual es indicativo de que no se anclaron ni proliferaron. En 6.4.2.4 (b) se
aprecian fibras rotas y degradadas y como se observo, en los casos de
otros tipos celulares todas estan depositadas en el fondo del pozo de
cultivo sin lograr anclarse a este sustrato. En la Figura 6.4.2.4 (c) se
exponen las imagenes del cultivo sobre el andamio de PPy-I/PLLA, con un
acercamiento a un extremo del andamio para una mejor apreciacion de las
fibras solo se logra apreciar a algunas cuantas células que estan ancladas
sobre ellas.

6.4.3. Microscopia Confocal

Dados los resultados obtenidos en las observaciones con el microscopio
optico, el andado de PPy-I/PGA mostro alta degradacion y muerte celular
para los cuatro tipos de células, las muestras de este andamio se
descartaron para el estudio con microscopia confocal.

Para las observaciones en este instrumento, los complejos andamio-células
para PPy-I/PLLA se mantuvieron en cultivo por nueve dias. Después de
este tiempo el medio de cultivo fue reemplazado por uno infectado con el
adenovirus no replicante Ad-CMV-GFP durante 1 hora. Pasado este tiempo
los complejos andamio-células se lavaron y el medio de cultivo se
reemplazé por uno fresco, y 24 horas después los complejos fueron
observados aplicando luz de 488 nm de excitacion y 520 nm de emision.
Las células sanas y funcionales se infectaron con el adenovirus, el cual es
fluorescente, asi que todas las células infectadas se volvieron fluorescentes
cuando se les excit6é con luz laser.

Linea celular HEK-293

En la Figura 6.4.3.1.1 se muestran las imagenes obtenidas para el cultivo
de la linea celular HEK-293. La imagen en (a) es una vista panoramica de
como estan distribuidas las células en las fibras, se aprecia una gran
poblacion de células funcionales y ancladas a las fibras. En (b) se aprecia
mejor como las células estan sobre las fibras del andamio y aunque se
identifica un menor numero de células. La imagen (c) muestra la formacion
de cuamulos celulares, y en (d) se enfoca de manera preferencia sélo una
fibra y se ve toda iluminada indicando que las células de rinon estan
cubriendo totalmente a la fibra.
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Figura 6.4.3.1. Fotomicrografia del cultivo de las células linea HEK 293
sobre el andamio de PPy-I/PLLA en filtro verde y amarillo. a) Imagen
panoramica del cultivo células b) Acercamiento a las fibras del andamio
mostrado el anclaje de las células sobre ella. c) Identificacion de camulos
de células muy bien ancladas sobre las fibras. d) Acercamiento a una fibra
del andamio mostrado un excelente anclaje de las células sobre ella.

Fibroblastos

La Figura 6.4.3.2 muestra las imagenes obtenidas del cultivo celular de
fibroblastos primarios derivados de piel humana cultivados sobre el
andamio de PPy-I/PLLA. Se aprecia que los fibroblastos crecen sobre las
fibras de los andamios e incluso llegan a formar colonias como se observa
en las imagenes (c) y (d).
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Figura 6.4.3.2 Fotomicrografia del cultivo de fibroblastos primarios
humanos derivados de piel para el andamio de PPy-I/PLLA en filtros
amarillo, rojo y verde. a) Vista panoramica del cultivo control. b) Fibras del
andamio con células adheridas en su superficie. d) Acercamiento a un
manojo de fibras con fibroblastos perfectamente anclados sobre ellas.

Queratinocitos

En la Figura 6.3.3.3 se muestran imagenes del cultivo celular de
queratinocitos crecidos sobre el andamio de PPy-I/PLLA. En 6.4.3.3 (a) se
aprecia una alta poblacion de queratinocitos sobre el andamio. 6.4.3.3 (b)
y (c) permiten mostrar regiones de fibras densamente pobladas de células.
En 6.4.3.3 (d) se exhibe una fibra perfectamente poblada de
queratinocitos. Como lo muestran estas cuatro imagenes, los
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queratinocitos cubrieron por completo las fibras del andamio. Esto es un
indicativo de que este substrato es adecuado para el cultivo de
queratinocitos derivados de piel humana. Hay que recordar que la piel
humana esta formada en un 90% de estas células por lo que si estos
cultivos pudieran llevarse a escala macroscopica situaria a este trabajo en
la posibilidad de cultivar una piel artificial que ayude a sanar a personas
que han sufrido quemaduras graves o perdidas de piel por accidentes o
enfermedades.

Figura 6.4.3.3. Fotomicrografia del cultivo de queratinocitos primarios
derivado de piel humana en el andamio de PPy-I/PLLA en filtros rojo y
verde. a) Imagen panoramica del cultivo b) y c) acercamiento a una region
del andamio con alta confluencia de células. d) Enfoque preciso sobre una
fibra altamente poblada por los queratinocitos.
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Tenocitos

Figura 6.4.3.4. Fotomicrografia del cultivo de tenocitos en el andamio de
PPy-I/PLLA en filtro verde y amarillo. a) Vista panoramica del crecimiento
celular sobre el andamio. b) Acercamiento a una zona de fibras en busca
de células adheridas sobre ellas c) Enfoque en otro plano del andamio, se
aprecia un diminuto cumulo de células de tendon. d) Acercamiento a una
fibra, hay células adheridas sobre ella.

En la Figura 6.4.3.4 se muestra imagenes del cultivo celular de los
tenocitos. Como se puede apreciar en las imagenes solo hay algunas
cuantas células diseminadas sobre las fibras del andamio de PPy-1/PLLA.
El que los tenocitos se hayan adherido sobre este tipo de andamio es un
buen indicativo de que la modificacion de superficies via plasma genera
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ambientes idoneos para las células, ya que el tenocito es un tipo de célula
muy dificil de cultivar en condiciones in vitro. Sin embargo, aunque en
pocas cantidades este tipo celular crece en el andamio de PPy-I/PLLA.
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7. Conclusiones y perspectivas

7.1. Conclusiones

Se utilizaron andamios de PLLA y PGA de la marca BIOFELT® y se
modifico su superficie con una pelicula delgada de PPy-I sintetizado por
plasma. Dando como resultado que el andamio de PPy-I/PLLA es un
excelente soporte para el crecimiento de células en particular para
queratinocitos y fibroblastos derivados de piel humana.

La caracterizacion morfologica del andamio de PPy-I/PLLA mediante
imagenes de SEM mostré que el andamio posee una porosidad adecuada
para el crecimiento celular como las que tienen mayor presencia en la piel
humana.

Los espectros de FT IR ATR del andamio PPy-I/PLLA mostraron la
presencia de los enlaces quimicos de los grupos funcionales del polipirrol
sintetizado por plasma como los son las aminas de pirrol dando muestra
de que estas proporcionan un ambiente apropiado para las células de la
piel y de tendon.

El andamio de PGA mostré6 una alta velocidad de degradacion, lo que
provoco un aumento en la acidez del medio para el cultivo celular
ocasionando muerte celular. Por lo que este andamio no resulto idéneo
para los fines propuestos.

7.2. Perspectivas

Los resultados arrojados de la elaboracion de este trabajo aplicando la
técnica de polimerizacion por plasma para la modificacion de superficies
de andamios, contribuyen a la investigacion y desarrollo de nuevos
materiales biocompatibles para su aplicacion en de la ingenieria de tejidos.

Un fruto que se desprende del desarrollo de este trabajo ha sido:

Obtener un andamio de PLLA cubierto de PPy-I por plasma mostrando
alentadoras posibilidades para su aplicacion en la generacion de una piel
artificial.

Queda para trabajo a futuro:

Elaborar andamios de PLA con la técnica de electrohilado y recubrirlos
con una pelicula delgada de PPy-I sintetizada por plasma, realizar la
caracterizacion fisicoquimica mediante las técnicas de espectroscopia
infrarroja FT-IR ATR, microscopia SEM, difraccion de rayos X, angulo de
contacto, porosidad y pruebas mecanicas de elasticidad y compresibilidad,
asi como de la velocidad de degradacion.
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Hacer un analisis de la caracterizacion biolégica de los andamios
recubierto solo con PPy y andamios recubiertos con PPy-I (polipirrol
dopado in situ con yodo) y ver las respuestas en medios biologicos.
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