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RESUMEN

Los oligodendrocitos (OL) son las células gliales encargadas de la produccion de mielina en los
axones. Estos se ven directamente afectados por las enfermedades desmielinizantes que
impiden que se lleve a cabo de manera correcta la diferenciacion de las células precursoras de
oligodendrocitos (POS) a OL mielinizantes por factores como las caracteristicas fisicas de la
matriz extracelular (MEC) (Lourenco, 2016). Lo anterior se debe a que los OL son
mecanosensibles. Entre las variables més relevantes en este proceso, se encuentran la rigidez y
la topografia presentes en su microambiente (Jagielska,2012).

Los biomateriales han sido una alternativa usada frecuentemente para la regeneracion de tejido
nervioso, en especial los hidrogeles, debido a su alta compatibilidad y su adaptabilidad a
diferentes caracteristicas fisicoquimicas. Actualmente existen propuestas de biomateriales que
propician un mejor entorno para la diferenciacion de los POS, sin embargo, no presentan
sinergia entre las variables fisicomecanicas anteriormente nombradas (Carvalho, 2020), lo que
genera una deficiencia en su funcionalidad. Segin Makhija, et al., la rigidez que debe cumplir
un biomaterial destinado a la regeneracion y diferenciacion de OL es de 1 a 7 kPa y algunas de
las caracteristicas topograficas importantes son la geometria, la isotropia y la composicion.
Teniendo en cuenta esta problematica, se planteé como objetivo de este trabajo el desarrollo de
una metodologia de obtencidon de un biomaterial tipo hidrogel con caracteristicas de rigidez y
topografia con potencial aplicacion en el desarrollo de andamios que promuevan la
diferenciacion de precursores de oligodendrocitos. Este objetivo se compone de tres etapas
principales de disefio desde la ingenieria y de evaluacion: el disefio conceptual del hidrogel, el
disefio detallado o de obtencion del biomaterial y la caracterizacion de las muestras obtenidas.
Primeramente se establecieron las variables criticas y los requerimientos del hidrogel, para la
posterior seleccion y obtencion de las dos propuestas de material (Polivinil alcohol-Alginato de
Sodio y Alginato de sodio-Carboximetil quitosano) que cumplian con los pardmetros
requeridos. El resultado después de evaluar las propuestas de material fue un hidrogel
compuesto de Polivinil alcohol-Alginato de sodio, el cual para su obtencion se llevd a cabo un
disefio experimental factorial estableciendo tres diferentes niveles: relacion de volumen en mL
entre los componentes respectivamente (7:3, 5:5 y 3:7), variacion del tiempo y volumen del
agente reticulante CaCl,. Por ultimo, se caracterizaron y evaluaron las muestras con el fin de
establecer la metodologia de obtencion del hidrogel con resultados favorables teniendo en
cuenta las condiciones necesarias para promover la diferenciacion de los precursores de
oligodendrocitos como producto del proyecto. La metodologia seleccionada corresponde a la
muestra compuesta por igual cantidad de volumen de la solucion AS-PVA con un tiempo de
agitacion de 8 horas y una adicion de volumen de la solucion de CaCl, de 2,5 ml.

Palabras clave: Oligodendrocitos, biomaterial, hidrogel, rigidez, topografia, metodologia de
obtencion
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ABSTRACT

Oligodendrocytes (OL) are the glial cells responsible for the production of myelin in axons.
These are directly affected by demyelinating diseases that prevent the differentiation of
oligodendrocyte precursor cells (POS) to myelinating OLs due to factors such as the physical
characteristics of the extracellular matrix (ECM) (Lourenco, 2016). This is because OLs are
mechanosensitive. Among the most relevant variables in this process are the stiffness and
topography present in its microenvironment (Jagielska, 2012).

Biomaterials have been a frequently used alternative for the regeneration of nervous tissue,
especially hydrogels, due to their high compatibility and adaptability to different
physicochemical characteristics. There are currently proposals for biomaterials that promote a
better environment for the differentiation of POS, however, they do not present synergy
between the physicomechanical variables previously named (Carvalho, 2020), which generates
a deficiency in their functionality. According to Makhija, et al., the stiffness that a biomaterial
intended for OL regeneration and differentiation must meet is 1 to 7 kPa and some of the
important topographic characteristics are geometry, isotropy and composition.

Taking into account this problem, the objective of this work was the development of a
methodology for obtaining a hydrogel-type biomaterial with characteristics of stiffness and
topography with potential application in the development of scaffolds that promote the
differentiation of oligodendrocyte precursors. This objective consists of three main stages of
design from engineering and evaluation: the conceptual design of the hydrogel, the detailed
design or obtaining of the biomaterial and the characterization of the samples obtained. First,
the critical variables and requirements of the hydrogel were established, for the subsequent
selection and obtaining of the two material proposals (Polyvinyl alcohol-Sodium Alginate and
Sodium Alginate-Carboxymethyl chitosan) that met the required parameters. The result after
evaluating the material proposals was a hydrogel composed of Polyvinyl alcohol-Sodium
alginate, which to obtain a factorial experimental design was carried out establishing three
different levels: volume ratio in mL between the components respectively (7:3, 5:5 and 3:7),
variation of time and volume of the crosslinking agent CaCl2. Finally, the samples were
characterized and evaluated in order to establish the methodology for obtaining the hydrogel
with favorable results taking into account the necessary conditions to promote the
differentiation of oligodendrocyte precursors as a product of the project. The selected
methodology corresponds to the sample composed of equal volume amount of SA-PVA
solution with a stirring time of 8 hours and an addition of volume of CaClI2 solution of 2.5 ml.

Key words: Oligodendrocytes, biomaterial, hydrogel, stiffness, topography, methodology of
obtaining.
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1. INTRODUCCION

El sistema nervioso central se compone de células gliales como lo son los astrocitos, la
microglia y los oligodendrocitos (OL) (Reyes, et al., 2014). Los oligodendrocitos (OL) son los
encargados de la produccion de vainas de mielina alrededor de los axones (Herbert, Monk,
2017). Estas células presentan diferentes procesos dentro de su desarrollo como la migracion,
proliferacion y la diferenciacion, mediante los cuales los precursores de oligodendrocitos
(POS) maduran a OL mielinizantes (Medina, 2015).

La primera etapa de la diferenciacion (POS) se ve afectada por las enfermedades
desmielinizantes, las cuales generan pérdida o deformacion de la vaina de mielina y a su vez
ocasionan un dafio axonal interrumpiendo las conexiones neuronales (Jaramillo, 2019). Una de
estas enfermedades es la esclerosis multiple (EM), siendo considerada la més frecuente en todo
el mundo (Jaramillo, 2019), pues 2.8 millones de personas la padecen. Esta enfermedad tiene
una incidencia mayor de 2 a 3 veces en mujeres que en hombres, segiin datos de la Federacion
Internacional de Esclerosis Multiple.

Los OL cuentan con la capacidad de regenerarse, sin embargo, al presentarse este tipo de
afectaciones, no llegan a su etapa madura mielinizante debido a cambios en su microentorno.
Estos cambios pueden ser biofisicos, como la rigidez y topografia de la matriz (Jagielska,
2011). Actualmente se han propuesto diferentes tecnologias que promuevan la diferenciacion
oligodendrial sin embargo, presentan limitaciones en la sinergia de propiedades mecanicas
desde el microambiente influyentes en dicho proceso. Por tanto, teniendo en cuenta el impacto
que ocasionan las enfermedades neurodegenerativas y después de realizar una revision en
cuanto a alternativas de accidn, se establece que el desarrollo de un producto que logre brindar
un ambiente de potencial regenerativo, mas especificamente en las células gliales
oligodendrocitos cuando ocurre una lesion en el sistema nervioso central que afecte su
funcionalidad, puede generar una gran contribucion en esta area de estudio.

En este documento se plantearon 7 secciones, en las cuales se describe cronoldgicamente la
concepcion del proyecto y la obtencion del producto. Introduccion, planteamiento del problema
donde se describe el problema desde el ambito social, bioldgico y tecnoldgico. Los objetivos de
este trabajo. La justificacion, que busca explicar la razon del proyecto desde el campo de la
bioingenieria y cudl es su impacto a corto y largo plazo. El marco de referencia, que brinda el
contexto necesario de los conceptos, teorias y normas en que se basé el proyecto. La
metodologia donde se desglosa el paso a paso para el cumplimiento de los objetivos y los
resultados de acuerdo a las etapas de disefio y su respectivo andlisis. Por ultimo las
conclusiones.

Se propone una metodologia de obtencion de un biomaterial tipo hidrogel con caracteristicas
de rigidez y topografia con potencial aplicacion en el desarrollo de andamios que promuevan la
diferenciacion de precursores de oligodendrocitos, tras un proceso disefio de biomateriales y la
evaluacion de los mismos en caracteristicas fisicas y mecanicas que respecta al
comportamiento viscoelastico y propiedades topograficas. Dichas caracteristicas fueron
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determinadas de acuerdo a las necesidades propias del proceso biologico para el cual estd
dirigido este trabajo.

El disefio de biomateriales para la implementacion en la fabricacion de biotintas o directamente
andamios destinados a la regeneracion de tejido, se considera cada vez mas relevante, ya que,
durante este proceso de disefio se puede modular o mejorar las caracteristicas propias del
material, con el fin de que brinde un ambiente propicio para la proliferacion celular. De esta
manera posteriormente pueden realizarse estudios bioldgicos con un material que ya ha tenido
en consideracion los requerimientos del sistema. Ademas pueden verse reflejada la economia
atdmica y eficiencia energética al tener en cuenta los criterios de quimica verde durante el
planteamiento de la metodologia, lo que proporciona una mayor eficiencia en la obtencion del
hidrogel.

Lo anteriormente mencionado genera un aporte significativo al desarrollo de biomateriales para
regeneracion celular, especificamente en tejido nervioso que es una de las areas que menos
desarrollo tiene actualmente, y que promete ser una alternativa para el tratamiento de
afectaciones en la funcionalidad de los oligodendrocitos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema nervioso es el sistema bioldgico encargado del procesamiento y andlisis de
informacion, y como producto genera una respuesta segin el estimulo detectado. Dentro de sus
principales funciones se encuentra la relacion con el entorno y el control sobre los 6rganos del
ente biologico. De esta manera logra coordinar las funciones dentro de un organismo. Este
sistema se divide en dos partes, la primera es el sistema nervioso central (SNC) y la segunda el
sistema nervioso periférico (SNP) (Fernandéz, 2010).

El SNC estd conformado por el encéfalo y la médula espinal. Su funcion esta dirigida a
establecer la relacion de la informacion sensorial y la creacion de su respuesta (Fernandéz,
2010). En el SNC existen diversos tipos de células, entre ellas, la glia es el grupo celular mas
numeroso en el cerebro; y existen diferentes tipos segin su morfologia, funcionalidad y
ubicacion: Microglia, Oligodendrocitos, Glia NG2 y Astrocitos (Reyes, et al., 2014).

Los oligodendrocitos (OL) son los encargados de la produccion de vainas de mielina alrededor
de los axones (Herbert, Monk, 2017). Estas células presentan diferentes procesos dentro de su
desarrollo como la migracion, la proliferacion, la diferenciacion, por el cual los precursores de
oligodendrocitos (POS) maduran a OL con capacidad mielinizante, y la mielinizacion
(Jaramillo, 2019). Esta ultima etapa de mielinizacidén se ve afectada especificamente por las
enfermedades desmielinizantes que generan pérdida o deformacion de la vaina de mielina, lo
que produce un dafio axonal interrumpiendo las conexiones neuronales (Jaramillo, 2019).
Algunas de las enfermedades propiamente desmielinizantes son: la Enfermedad de Devic o
Neuromielitis Optica, la Esclerosis Multiple (EM) y Enfermedad de Schilder. Dentro de este
grupo la EM es considerada la mas frecuente en todo el mundo (Jaramillo, 2019), 2.8 millones
de personas presentan EM, teniendo una incidencia mayor de 2 a 3 veces en mujeres que en
hombres, segtin datos de la Federacion Internacional de Esclerosis Multiple.

Posterior a una afectacion desmielinizante provocada por una enfermedad degenerativa, los
oligodendrocitos llevan a cabo un proceso de regeneracion buscando de esta manera compensar
la pérdida de vainas de mielina (Franklin, 2002). A este proceso de formacién de nuevas vainas
de mielina se le denomina remielinizacion. Y a pesar de que puede resultar satisfactorio y
regenerar el tejido celular y generar nuevas vainas de mielina, tras una lesion de la EM los OL
no son capaces de cumplir adecuadamente con esta funcion (Jaramillo, 2019).

Segun investigaciones encontradas en bibliografia, la disfuncionalidad de los OL con respecto
a las enfermedades desmielinizantes se produce gracias a que sus etapas de diferenciacion no
se llevan a cabo correctamente o se dan de manera incompleta. Un factor importante es el dafio
presente en el entorno de la célula por la lesion, la cual inhibe la diferenciacion de los POS
(Precursores de oligodendrocitos) a OL maduros (Ziabreva et al., 2010).

El proceso de diferenciacion se ve influenciado por distintos factores bioquimicos, y en
principio se creia que era la unica causa de este fendomeno. Sin embargo Jagielska et al.
demostraron en un trabajo de investigacion acerca de la adhesion celular que los POS, son
mecanosensibles, y que esta sensibilidad tenia influencia directa en la maduracion y
diferenciacion de OL. Desde ese momento las propiedades biofisicas fueron tomando
relevancia en el estudio de la regeneracion de los OL, y se determin6 que aquellas que tienen
mas importancia dentro del proceso, son la rigidez y la topografia (Lourengo, Graos,2016).

15


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2016.00277/full#B29

VAL

. Estimulo Rutas de sefalizacion
Rigidez | =) | getectable por Ia ’ @( que Inhiben la
matricial actomiosina diferenciacion

i+
N\
!

Factores
solubles @
37

Oligodendrocitos Factores s \
Proteinas Q=) ( 2

’ Orientacién y tamafio de
Topografia }Q { las células }

Figura 1. Factores que influyen en la regeneracion de los Oligodendrocitos Adaptado de:
(Lourenco, 2016 )

El efecto de los estimulos mecanicos de la rigidez en el microambiente de los oligodendrocitos
se encuentra relacionado con la activacion o desactivacion de la ruta de sefializacion RhoA,
cuando esté activa fomenta la produccion de una cicatriz glial lo que inhibe la diferenciacion de
los OL. A pesar de que se han identificado las caracteristicas fisicas influyentes en la
diferenciacion de OL, hasta el momento no se ha documentado la existencia de materiales que
cumplan con esas especificaciones y que ademas presente una sinergia entre rigidez y
topografia, para su potencial aplicacion en regeneracion de células gliales de OL (Marnival,
2021).

Teniendo en cuenta la funcidon que cumplen los oligodendrocitos en la produccion de mielina y
su importancia. Se identifica el problema en la diferenciaciéon incompleta o nula de los
precursores de oligodendrocitos, debido a caracteristicas mecdnicas presentes en su
microentorno después de una lesion de esclerosis multiple. Ademas se evidencian limitaciones
en los materiales desarrollados para estimular la regeneracion de OL, respecto a sus
propiedades fisicas, como la sinergia entre variables de rigidez y topografia. En el siguiente
diagrama se desglosan las causas y los efectos mencionados anteriormente, que surgen del
problema identificado.

Pocos desarrollos en

T Cicatriz glial por activacion Biomaterial no funcional . 8
Desmielinizacion de los - o Biomateriales para la
N de la ruta RhoA (Laurenco, para la diferenciacion de .. .
axones (Jagielska, 2012) 2016) los OL (Carvalho, 2022) regeneracion de tejidos

) (Jagielska, 2012)

Los precursores de oligodendrocitos no se diferencian
a su etapa madura de oligodendrocitos mielinizantes
debido a la alteracion de propiedades fisicas como la
rigidez y topografia presentes en su microambiente

T

Alteraciones en el [
microambiente de los OL Alta contraccién de Biomateriales con poca

' Cantidad insuficiente de |

debido a enfermedades actomiocina de los POS sinergia entre la topografia SIS gn & regenferacmn
B : = . de los oligodendrocitos
desmielinizantes (Jaramillo, (Laurenco, 2016) Y la rigidez (Marinval,2021) >
| 2019) ) \ ) \ ) \ (Jagielska, 2012)

Figura 2. Arbol del problema (Autoria propia).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Disefiar una metodologia de obtencion de un biomaterial tipo hidrogel con caracteristicas de
rigidez y topografia con potencial aplicacion en el desarrollo de andamios que promuevan la
diferenciacion de precursores de oligodendrocitos.

3.2 Objetivos Especificos

° Establecer los pardmetros de composicidn quimica, rigidez y topografia del
biomaterial considerando los requerimientos fisicos, quimicos y bioldgicos de la diferenciacion
de oligodendrocitos.

° Obtener bajo un disefio experimental factorial el biomaterial propuesto desde el disefio
conceptual.

° Evaluar las variables de viscosidad dindmica, topografia y capacidad de hinchamiento
del hidrogel obtenido.
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4. JUSTIFICACION

De acuerdo al boletin poblacional de las personas que presentan algun tipo de discapacidad,
expedido por el ministerio de salud de Colombia. La segunda discapacidad mas comun en el
pais esta relacionada con el sistema nervioso debido a las enfermedades neurodegenerativas.
Dentro de dichas afecciones se encuentra la esclerosis multiple, la enfermedad huérfana que
tiene mas pacientes en el territorio nacional.

La Esclerosis Multiple es la enfermedad crénica inflamatoria neurodegenerativa
desmielinizante mas frecuente del sistema nervioso central. (Noseworthy et al., 2000). La
prevalencia del deterioro cognitivo de pacientes con esclerosis multiple fluctia entre el 40 al
70%. Esta disfuncion cognitiva puede interferir con las actividades diarias, que implican la
interaccion social, las relaciones familiares y la capacidad para realizar tareas domésticas; y es
la responsable de que los pacientes tengan dificultad para conseguir y mantener un empleo
(Noseworthy et al., 2000).

Teniendo en cuenta el impacto que ocasionan las enfermedades neurodegenerativas y después
de realizar una revision en cuanto a alternativas de accion y estudio, se establece que seria de
gran contribucién un producto que logre brindar un ambiente de potencial regenerativo, mas
especificamente en las cé€lulas gliales oligodendrocitos cuando ocurre una lesion en el sistema
nervioso central que afecte su funcionalidad. Es por ello que se propone el disefio de una
metodologia para el disefio de un hidrogel que cumpla con una serie de requerimientos y aporte
a este campo de estudio.

El proceso para la obtencion de este producto se planted a partir de las variables de rigidez y
topografia que estimulan la diferenciacion en los precursores de oligodendrocitos, lo que
genera en el material una potencial aplicacion en la diferenciacion de estas células a
oligodendrocitos maduros. Por medio de fases de disefio de un proyecto en ingenieria, donde
se establecen las variables fisicas, quimicas y biologicas para la fabricacion de un material con
potencial aplicacion en la diferenciacion de precursores de oligodendrocitos, teniendo en
cuenta los criterios de quimica verde como la economia atomica, la disminucion de consumo
energético, y toxicidad minima o nula para su fabricacion.

El desarrollo de este proyecto se llevo a cabo en tres etapas. En la primera etapa se realizo el
disefio conceptual basado en un levantamiento de informacion que parte de una revision
bibliografica sistematica, mediante la cual se determinaron los requerimientos de la propuesta
de solucion. Con base a estos requerimientos se evaluaron 7 propuestas de material, de las
cuales 2 fueron seleccionadas para realizar pruebas preliminares. En donde se evalu6 la
metodologia de obtencién, su comportamiento reolégico y su composicion mediante
espectroscopia infrarroja, ademds de su caracterizacion morfoldgica por estereoscopia. De
acuerdo con los resultados obtenidos y su relacion con los requerimientos establecidos se
selecciond un material definitivo para realizar el disefio experimental donde se obtuvieron
diferentes muestras, con niveles y subniveles de variables determinantes en la obtencion del
hidrogel las cuales, en la tercera etapa, seran sometidas a pruebas de microscopia Optica y de
reologia, evaluando asi las variables fisicas de rigidez y topografia para proceder a la eleccion
del material que cumpla con el objetivo del proyecto. Teniendo claro esto, se dispone a disefar
el producto final del proyecto, la metodologia de obtencion del hidrogel, que garantice su
repetibilidad y reproducibilidad.

No se realizdé ninglin anélisis de tipo bioldgico ya que, el acceso a lineas celulares y a los
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materiales para un estudio in vitro es limitado, ademas de que aumenta variables condicionales
en este proyecto como el tiempo de desarrollo, el alcance, y los costos; lo que le resta
viabilidad a la propuesta.

Destacando la importancia del desarrollo de este proyecto, la obtencion de un biomaterial que
ofrezca las caracteristicas fisicas de rigidez y topografia adecuadas para potenciar el desarrollo
de los precursores de oligodendrocitos, ofrece en el area de terapia regenerativa una
herramienta de estudio respecto a interaccion de los oligodendrocitos con su microambiente de
desarrollo, lo que a su vez, aporta significativamente al estudio del sistema nervioso central al
presentarse una lesion degenerativa como la esclerosis multiple.

El proyecto se encuentra dentro del area focal de tecnologia para la salud de sistemas
biologicos, bajo el acompafiamiento del semillero de Biomateriales y el Programa de
Bioingenieria de la Universidad El Bosque, que tiene como mision el disefio y andlisis de
materiales compuestos para desarrollar propuestas orientadas a la terapia regenerativa. Es por
esta razon que se destaca el aporte desde este proyecto al objetivo de desarrollo sostenible
numero 3 “Garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades” ya
que a largo plazo se espera que la metodologia propuesta en este trabajo pueda ser
implementada en el tratamiento de enfermedades desmielinizantes.
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S. MARCO DE REFERENCIA

En esta seccidn se encuentran conceptos necesarios para la ejecucion y entendimiento del
proyecto, desde el marco conceptual al marco tedrico, ademas se exponen los antecedentes y
regulaciones del mismo (marco normativo y estado del arte).

5.1 Marco conceptual
5.1.1 Sistema nervioso central

El sistema nervioso central es un conjunto de estructuras nerviosas que proporcionan
interacciones con nuestro entorno, lo que genera reacciones ante estimulos externos. Esta
clasificado en dos subsistemas, sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico
(SNP). El SNC estd compuesto por el encéfalo y la médula espinal y en su mayoria lo
conforman la glia (Medina, 2015).

La glia es un grupo de células heterogéneo de células nerviosas que son consideradas el soporte
del SNC, recientemente se ha descubierto que intervienen en la comunicacién y actividad
neural, ademdas de que son las encargadas de mantener un ambiente sano para las neuronas,
amortiguando dafos por agentes quimicos presentes en su microambiente o proporcionando
estructura e interconexion (Jobling, 2023). Al conocer su importancia en la operacion y
modulacion de circuitos sinapticos, los estudios con el fin de caracterizar estas células y su
funcionamiento han aumentado considerablemente. De acuerdo a su morfologia, localizacion y
fisiologia pueden encontrarse diferentes tipos: microglia; oligodendroglia; glia NG2; y
astroglia (Reyes, 2014).

5.1.2 Microambiente del sistema nervioso central.

Los oligodendrocitos se desarrollan y cumplen su funcidon en el microambiente del tejido
circundante del sistema nervioso central, el cual comprende cerebro y médula espinal. Este
entorno se encarga de proporcionar seiales bioquimicas y fisicas que regulan la biologia y
funcién de los OL, como el proceso de mielinizacion de las neuronas.

En la actualidad existe una creciente evidencia experimental que muestra que la mayoria de las
etapas del desarrollo de los OL mielinizantes, responden a sefales mecanicas externas.
Estimulos como la rigidez del tejido o de la MEC, la topografia, la tension mecénica y el
apiflamiento macromolecular afectan la migracion, la proliferacion, la diferenciacion y la
mielinizacion de los axones de las células del linaje OL (Makhija, E. P, 2020).

Debido a la presencia de enfermedades y al envejecimiento, las propiedades mecanicas del
SNC se pueden ver afectadas. En la figura 3 a continuacidén, se muestran tres escenarios
diferentes en el tejido del SNC, donde la rigidez del tejido se muestra utilizando el mapa de
color amarillo-naranja y los oligodendrocitos y la mielina se muestran en verde. En el recuadro
de la izquierda se observa una cicatriz glial formada después de una lesion, las cicatrices gliales
son mas flexibles que el tejido normal del SNC, carecen de axones, neuronas y
oligodendrocitos, e incluyen fibroblastos, macroéfagos y astrocitos reactivos (AR Hackett , JK
Lee, 2019), en el recuadro del medio se encuentra un tejido normal y en la de la derecha una
lesion de esclerosis multiple cronica, donde se exhibe la mielina, axones y oligodendrocitos
dafiados, e incluyen células TCD8 + y microglia activada (Makhija, E. P, 2020).

20


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/axon
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394019307761?casa_token=rmRb36l8E_QAAAAA:fShnZtKFifmdZ-FcTb87mwh0nE6bRafbo1uUm1WiSo724BeR5GG7LZmw447kCqQxhCkj0qOYgDl_#bib0005
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/topics/neuroscience/astrocyte
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/topics/neuroscience/microglia

- Shear stress from blood flow ‘ ) Il

S e W
QQDL’JQQ C .{@A

& |0

X
T <
Q@DD@@Q VBN
A 5 y
xon grovyth Axon diameter
regeneration
Macroscopic
stretch & strain
Glial scar (compliant) Normal tissue Chronic MS lesion (stiff)

Tissue Stiffness

Figura 3. Microambiente mecéanico del SNC en estado de salud y enfermedad (Jagielska et al.,
2012)

La mielinizacién se ve directamente influenciada por factores externos del microentorno
celular, como la maduracion, forma y tamafio de los axones e incluso I ubicacion de los OL,si
se ubican en areas corticales superficiales tiene menos capacidad mielinizante que si se
encuentran en capas mas profundas.

Es importante tener en cuenta que los OL estan relacionados con las demas células gliales, y
estas a su vez logran interferir directa o indirectamente con su funcionalidad mielinizante. Las
neuronas son las células que llegan a tener una mayor interaccioén con los OL, ya que ellos
envuelven sus axones para la conexion entre ellas lo que permite una conexion sinaptica. Estas
influyen en la proliferacion y diferenciacion de OL y POS, ya que ademas de tener contacto
fisico con ellos, son capaces de modular factores bioquimicos que logran inhibir la
diferenciacion de POS y la produccion de mielina. Las neuronas liberan glutamato cuando los
axones no tienen el nivel suficiente de mielina, ya sea por una enfermedad o algiin otro factor
intrinseco. Este es percibido por los OL y dependiendo la etapa en la que los OL lo asimilen
tiene consecuencias positivas o negativas. Si el receptor es un POS el glutamato genera una
saturacion de calcio y lleva a apoptosis a la célula, mientras que si el OL es maduro, puede
llegar a inducir un proceso de mielinizacion (Prisca, et al., 2018).

Los astrocitos, estos se unen a los OL mediante conexinas, su influencia mas directa en el
proceso mielinizacion es la secrecion de factores de crecimiento como neurotrofinas. (Prisca, et
al., 2018). Por ultimo se encuentra la microglia una célula que en estado de inflamacién llega a
liberar moléculas potencialmente toxicas, en un ambiente de enfermedad el ambiente llega a
ser mas hostil, lo que imposibilita la diferenciacion de POS; mediante la liberacion de factores
solubles cuando se encuentra en estado antiinflamatorio llega a mejorar la maduracion y
mielinizacidon de los OL, e impide la apoptosis de los POS (Prisca, et al., 2018)
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5.1.3 Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son las células gliales que
cumplen como funciéon la formacion de las vainas
de mielina que envuelven los axones en el SNC, lo
que les proporciona el aislamiento para una rapida
conduccion de sefiales eléctricas (Medina
Rodriguez, E. M, 2015).

Figura 4. Imagen de OL maduro, tomada por
Sislll microscopia de fluorescencia (Jobling, 2023)

En el linaje oligodendrial se encuentran cuatro fases de maduracion (figura 5). En la primera se
encuentran los precursores de oligodendrocitos (POS), las cuales presentan morfologia bipolar,
cuentan con capacidad de migracion y proliferacion. En las siguiente etapas estos POS
empiezan a diferenciarse y a perder su capacidad proliferativa y migratoria. Los pre
oligodendrocitos se forman a partir de los POS y presentan mas cantidad de ramificaciones
cortas y expresan marcadores nuevos como O4 y GPR17. En la tercera fase se encuentran los
oligodendrocitos inmaduros, producto de la diferenciacion de los pre oligodendrocitos, estos
pierden la expresion de marcadores como PDGFRa, A2B5 y NG2 pero expresan nuevos como
GalC y CNPasa lo que las convierte en células postmitoticas con ramificaciones largas. En la
ultima fase, se encuentran los oligodendrocitos maduros, estos expresan componentes de la
mielina como lo son como PLP, MBP, MAG y MOG, también extienden sus membranas para
formar envueltas compactas, por lo que adquieren la capacidad de mielinizar axones.
(Barateiro y Fernandes, 2014)
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Figura S. El linaje oligodendrial (Barateiro y Fernandes, 2014)

Los POS se identifican por nucleo transparente a los electrones y abundante eucromatina no
condensada (Figura 6. 1(A)). Su cuerpo celular se caracteriza por tener estructuras
filamentosas (Figura 6.1(B)) y también por su citoplasma electro licido que contiene cisternas
de reticulo endoplasmico corto dilatado, mitocondrias y ribosomas.
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Los OLs maduros morfologica y fisioldgicamente presentan grandes diferencias con los POS.
Los OLs estan distribuidos por la sustancia blanca, gracias a sus ramificaciones se unen a los
axones envolviendolos de mielina (Figura 6. 2(A)), en su etapa madura presentan una
estructura de membrana nuclear interna que sucede junto con la condensacion de cromatina
(Figura 6. 2(B)). Otra de sus caracteristicas es su organizacion citoplasmatica, donde se
evidencia el reticulo endoplasmatico dilatado, mitocondrias, vesiculas de degradacion densa y
polirribosomas, en poca cantidad (Figura 6. 2(C)) (Ulloa, et al., 2021) .

Figura 6. Micrografia 6ptica de POS y OLs. 1. Micrografia Optica de un POS proveniente de
sustancia blanca de un varén de 27 afios. (A) Micrografia panordmica de POS. (B) Filamentos
presentes en POS. (C) Citoplasma translicido de un POS. 2. Micrografia Optica de un OL
maduro proveniente de sustancia blanca de un varon de 6 afos. (A) Micrografia panoramica de
OL. (B) Membrana nuclear interna de OL. (C) Organizacién endoplasmatica de los OLs.
(Ulloa, et al., 2021).

5.1.4. Mielina

Los OLs producen las vainas de mielina encargadas de brindar soporte estructural,
homeostatico y metabdlico a las neuronas, y tienen como funcidn principal garantizar una
efectiva conduccion saltatoria de potenciales de accion, facilitando su dispersion por los
noédulos de ranvier (Zlomuzica, et al., 2023)

La mielina estd compuesta principalmente de lipidos, entre ellos se encuentran lipidos neutros,
fosfoglicéridos y esfingolipidos. Los componentes de estos lipidos son principalmente acidos
grasos, lo cuales se caracterizan por su elevado contenido en acidos grasos saturados de cadena
larga (20-24 atomos de carbono), y la mayoria se encuentran presentes como esfingolipidos, en
particular, galactolipidos —C (Gal-C) (Estela, C. D. M, 2002). Estructuralmente también cuenta
con capas compactas de membrana plasmatica y proteinas de mielina especializadas como la
enzima fosfodiesterasa de nucledtido ciclico y la glicoproteina asociada a mielina, que
aseguran la adhesion funcional de la vaina de mielina.
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La vaina de mielina es elemental para que el sistema nervioso funcione correctamente y de
manera eficaz; en el caso de las enfermedades desmielinizantes, éstas se caracterizan por
invalidez debido al bloqueo de conduccién de las fibras nerviosas lesionadas (Estela, C. D. M,
2002). Lo que puede incurrir en afectaciones en la locomocion, deglucion, respiracion,
cognicion y percepcion. Teniendo en cuenta que los oligodendrocitos son los encargados de
la formacion de las vainas de mielina, a continuacidon se muestra un esquema que permite
entender de mejor manera.

—

TRENDS in Cel Bioiogy

Figura 7. Vista esquematica de un oligodendrocito y su vaina de mielina. Los
oligodendrocitos forman hasta ~40 procesos diferentes que envuelven diferentes axones para
formar multiples entrenudos de mielina. La vaina de mielina se muestra sin envolver, con
canales citoplasmaticos en su borde. Estos canales que forman los bucles paranodales y el
espacio ad- y ab axonal son continuos entre si. Las micrografias electronicas muestran
(derecha) una seccidn longitudinal de la mielina compacta y (izquierda) las asas paranodales.
( Aggarwal et al. 2011)

5.1.5 Remielinizacion

Cuando ocurre un dafio en la membrana de mielina debido a una lesion o enfermedad nerviosa,
se ve afectada significativamente la capacidad del sistema nervioso para comunicarse y se
pueden presentar una serie de sintomas debilitantes y una pérdida final de funcién. En el SNC
la desmielinizacién se relaciona con la pérdida de oligodendrocitos. Por lo que una vez ocurre
la desmielinizacion, se induce a los POS a diferenciarse y remielinizar, para asi reemplazar a

24


https://cshperspectives.cshlp.org/content/8/1/a020479.full#ref-2

los oligodendrocitos perdidos, pero la capacidad de remielinizacion es limitada y falla en
presencia de una desmielinizacion cronica (Jaramillo Merchan, J. A,2021).

Si bien no se tiene conocimiento con certeza del porqué el SNC no mantiene esta capacidad de
reparar la mielina, es posible que la presencia de un ambiente desmielinizante sea la causa de
inhibir el proceso de diferenciacion (Calabresi, 2021).

En el momento en el que el SNC sufre una afectacion directa a las vainas de mielina es capaz
de regenerarse, mediante la formacion de nuevos OL mielinizantes que sufren un proceso de
diferenciacion desde los POS, o incluso por regeneracion de mielina a partir de ol existentes en
el medio a pesar de que estén afectados en alguna medida. Sin embargo cuando la afectacion a
la mielina es debido a una lesion de esclerosis multiple los axones se encuentran expuestos a un
estrés fisioldgico que causa en ellos degeneracion, y por condiciones del micro entorno para los
POS es muy dificil llegar a diferenciarse en OL maduros gracias a sefales inhibitorias
presentes en el microambiente (Gharagozloo, 2022)
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Figura 8. Remielinizacion de Oligodendrocitos (Franklin, et al., 2021)

5.1.6 Matriz extracelular
La matriz extracelular es una red de proteinas y glucanos que brinda soporte estructural y

bioquimico a las células circundantes. Esta matriz tiene una participacion importante en el
proceso de maduracion y diferenciacion de los OL debido a las integrinas que posee, lo que le
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permite a las células adherirse a la superficie de la misma. En estudios in vivo se ha
evidenciado el papel de la N-cadherina en la migracion de POS, y como estimula la
oligodendrogenesis (Prisca, et al., 2018)
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Figura 9. Factores que influyen en la remielinizacion (Gharagozloo, et al., 2022)

La remielinizacién es influenciada por factores intrinsecos como la capacidad de proliferacion
de los POS, el envejecimiento, el estrés mitocondrial entre otros, mientras que los extrinsecos
se refieren a neurotransmisores inhibitorios, gliales residentes, composicion y caracteristicas
mecanicas de la matriz extracelular (Gharagozloo, et al., 2022).

5.1.7 Mecanotransduccion y vias de sefializacion

Las células gliales tienen la capacidad de percibir las sefiales mecanicas impulsadas por
cambios en el microambiente. Estas se adaptan al contexto fisiologico o patologico utilizando
la mecano deteccion a través de la maquinaria de mecanotransduccion.

La mecanotransduccion se puede definir como el resultado de la deteccion celular, la
integracion y la conversion de sefiales mecéanicas externas en sefiales bioquimicas. Algunos
estimulos mecanicos que se derivan de la rigidez del sustrato celular y la tensioén superficial,
afectan la tension de la membrana plasmatica celular y dan como resultado la afluencia de
iones y la activacion de las vias de sefializacion (Marinval. N, Yian Chew. S, 2020).
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propuesto para la influencia de elementos biofisicos durante la diferenciacion de OL
(Lourenco, Graos,2016).

Las células ejercen una fuerza sobre el entorno extracelular, esto debido a la accion de la
contractilidad de la actomiosina. Las integrinas, receptores heterodimeros transmembranales
que se encargan de unir las células adherentes a la MEC (Matriz extracelular), transmiten la
tension al medio extracelular. Esta tension depende del tipo de célula, pero también se ve
influenciada por las propiedades fisicas de la MEC de un tejido particular o sustrato. De igual
manera, es proporcional a la resistencia que ofrece el sustrato a la deformacion y esta
determinada por la rigidez del tejido o del material (Lourengo, Graos,2016).
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En la figura 10 se observa como las integrinas interactian con proteinas de la MEC en la
region extracelular, reclutando proteinas adaptadoras intracelulares, las cuales se unen al
citoesqueleto de la actina. Una vez dada la activacion de la integrina se reclutan y activan
algunas proteinas de adhesion focal (SKF y FAK) lo que promueve el citoesqueleto y la
dinamica celular. En sustratos mas rigidos (panel izquierdo), se refuerzan las adherencias
focales, ocasionando una mayor activacion de las vias Rhoa, Rock y miosina-II, lo que a su vez
aumenta la tension en el citoesqueleto. Por otro lado, en los mas blandos (panel derecho) la
tension es menor debido a la reduccion de la maduracion de los acidos grasos y la menor
activacion de RhoA, ROCK y miosina-II.

En la parte B de esta misma figura se muestra un modelo (panel izquierdo) que propone que la
inactivacion de la via Rhoa causada por la activacion de Fyn como respuesta a la participacion
de la integrina a6PB1 por laminina-2 , al ser combinada con sustratos blandos, contribuye a
niveles bajos de actomiosina, lo que favorece la diferenciacion del oligodendrocito. La
interaccion de la integrina avB3 con la fibronectina conduce a la activacion de Lyn (panel
derecho) , favoreciendo el mantenimiento de los POS en sustratos blandos .

5.1.8 Enfermedades desmielinizantes

Las enfermedades desmielinizantes son todas aquellas que generan un deterioro en la mielina,
lo que a su vez produce afectaciones para las células gliales implicadas y los propios axones.
Este es un proceso patologico que influye en la maduracion de los POS, ademas de causar
disfuncion y apoptosis de los OLs quienes se ven relacionados con la respuesta inflamatoria del
microambiente de los axones. La afectacion de los OLs puede llegar a ocasionar un aumento en
la produccion de N-dimetilesfingosina que promueve la sensibilidad de las neuronas y la
respuesta inflamatoria de astrocitos, que puede terminar en cicatriz glial alterando en entorno
de los POS (Skater, 2019).

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad neurodegenerativa y desmielinizante del
sistema nervioso central. Es una enfermedad autoinmune que ocurre cuando las células del
sistema inmune, como los linfocitos T, atacan las vainas de mielina. Esto se da gracias a una
reaccion de hipersensibilidad mediada por células que secretan citoquinas en el microentorno
del SNC, esto atrae macrofagos y células B, que ademds de formar parte de la reaccion
inflamatoria, afectan el medio de los OLs y a su vez su funcionalidad. Lo que genera una
ruptura entre las conexiones neuronales y conlleva a déficits sensoriales y motores (Wang, et
al., 2020).

Algunas caracteristicas de esta patologia es la desmielinizacion, la inflamacién, inmunizacion y
lesion axonal. Ain no es muy clara la razon por la que se desarrolla esta enfermedad, pero lo
que si se ha logrado determinar es que es una enfermedad progresiva que va desde la afeccion
funcional de los OLs hasta provocar la muerte de estas células; y a su vez genera una
susceptibilidad en los axones afectados (Wang, et al., 2020).

5.1.9 Biomaterial
Un biomaterial se puede definir como una sustancia que ha sido disefiada con el fin de tomar
forma, donde sola o formando parte de un sistema complejo, es utilizado para dirigir, ya sea

por control o componentes vivos del sistema, el curso de algun procedimiento terapéutico o de
diagnostico (Hudecki, A., Kiryczynski, G., & Los, M. J.,2019).
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Los biomateriales pueden ser clasificados en dos grandes categorias:

- Materiales reabsorbibles, los cuales se desintegran y reabsorben en el entorno tisular
después de la implantacion (Hudecki, A., Kiryczynski, G., & Los$, M. J.,2019).

- Materiales no reabsorbibles, los cuales no se desintegran ni tienen capacidad de
reabsorcion (Hudecki, A., Kiryczynski, G., & Lo$, M. J.,2019).

Los biomateriales pueden clasificarse en diferentes tipos, como se muestra a continuacion
(Duffo, 2005):

- Metales: Son materiales que presentan una facil deformacion en su estado natural,
caracteristica que los clasifica como blandos. Sin embargo por medio de diferentes
aleaciones se puede incrementar su dureza.

Se debe considerar el grado de metal que liberan estos materiales, para determinar su
biocompatibilidad como implantes, ademas es importante conocer la respuesta de corrosion al
estar en un medio hostil con altas temperaturas, como el cuerpo humano.

- Ceramicas: Son uno de los materiales mas duros, pero al mismo tiempo tienen un grado
de fragilidad demasiado alto. Presentan una gran resistencia y respuesta a la
temperatura, incluso aumentan con ella su rigidez.

- Polimeros: Este tipo de material se obtiene a partir del petroleo, suelen deformarse con
temperaturas muy altas. Son incluso mas blandos que los metales

La funcién que cumple un biomaterial en la regeneracion de tejidos es la de proporcionar
soporte y andamiaje para el crecimiento celular. La base de naturaleza para el biomaterial es la
matriz extracelular, la MEC es la que proporciona el soporte fisico, la organizacion espacial y
un microambiente bioactivo que respalda y promueve las funciones celulares (Keane, TJ y
Badylak, SF, 2014).

Los materiales que son utilizados en sistemas biologicos deben cumplir con ciertas
propiedades:

° Propiedades biologicas

Con el fin de asegurar que los biomaterial sean biocompatibles, estos deben: ser no tdxicos, no
causar efectos inflamatorios, ser no alergénicos y tener compatibilidad con el tejido, 6rgano o
superficie de contacto (Hudecki, A., Kiryczynski, G., & Los, M. J.,2019).

° Propiedades mecénicas

Los biomateriales suelen estar sometidos a fuerza y cargas mecanicas cuando se implementan
en una solucion, estas fuerzas pueden disminuir su funcion, por tal razon es importante analizar
sus propiedades mecénicas, en cuanto a la relacion entre los esfuerzos aplicados y las
deformaciones que se generan. De acuerdo al analisis de sus propiedades se clasifican en
ductiles, rigidos, o resistentes; mediante pruebas de traccion, cizalladura, torsion y compresion
(Dufto, 2005).
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5.1.10 Hidrogel

Los hidrogeles son Biomateriales que cuentan con una alta capacidad de absorcion de agua
debido a su estructura hidrofilica y pueden ser incorporados en el cuerpo humano sin generar
una perturbacion en el ecosistema neuronal, y a su vez promover distintos procesos celulares
(Molino, J., Revete, A., Aparicio, A., & Reginensi, D, 2021).

Son geles poliméricos hidrofilicos compuestos por una red tridimensional con capacidad de
absorcion de agua, hincharse y aumentar su volumen sin perder sus caracteristicas mecanicas
originales. Sin presencia de agua el gel se denomina xerogel, y puede tener una consistencia
rigida, mientras que en contacto con una solucion acuosa se hidrata hasta su mayor grado de
hinchamiento. Estas propiedades lo identifican como un material inteligente y propicio para el
uso de tecnologias a disposicion de la salud humana, ademas de que presenta una gran
respuesta a cambios de su entorno como, pH y Temperatura (Ramirez, 2016)

Algunas ventajas de los hidrogeles son las siguientes:

Cuentan con un largo periodo de vida ttil

poseen un alto grado de flexibilidad comparable al del tejido natural
Tienen un alto nivel de biocompatibilidad

Elevada biodegradabilidad

Su estructura es superficial de tipo porosa

Adecuada integracion en distintos espacio tisulares

Tabla 1

Criterios y propiedades para el diserio de hidrogeles en ingenieria tisular.

Propiedades Fisicoquimicas Mecanicas De transporte  Biologicas
Tasa de Rigidez, Difusion de Biodegradabilidad,
gelacion, viscoelasticidad | nutrientes y biocompatibilidad,
mecanismos y . metabolitos. promocion de la
dinamica de adhesion,
formacion de proliferacion, y
gel, porosidad. diferenciacion

celular

Adoptado de Chyzy and Plonsk Brzezinska, 2020; Burdick and Stevens, 2005

Polimeros naturales se han implementado en la sintesis de hidrogeles debido a su presencia en
estructuras y procesos bioldgicos. Por ejemplo, el colageno, el hialuronato y la fibrina permiten
un mejor reconocimiento del tejido por la presencia de ligandos de unidn a receptores presentes
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en el polimero natural. Los hidrogeles naturales cuentan con una desventaja a pesar de su
biocompatibilidad y se debe a su carencia de propiedades mecanicas, como su mddulo elastico
de orden 10 kPa (Martin and Youssef, 2018).

Se encuentran también los hidrogeles compuestos, los cuales contienen dos polimeros
diferentes y cuentan con propiedades mecanicas mejoradas, las cuales pueden ser adaptables,
ademas de una gran absorcion de agua. El modulo de elasticidad de este tipo de hidrogeles
tiene valores de 0,1 a 1,0 MPa y un contenido de agua de hasta 90% en peso. Para la sintesis de
un hidrogel, ademas de contar con un mondémero, se necesita implementar un iniciador que es
quien forma radicales libres para la extension de las cadenas, y un agente entrecruzante para
lograr la reticulacion propia de un hidrogel. (Katime, et al., 2005).

Los hidrogeles pueden clasificarse entre fisicos y quimicos segun su reticulacion. Cuando la
reaccion genera uniones por fuerzas no covalentes es un hidrogel fisico, el material es
susceptible al ambiente ya que sus enlaces no son suficientemente fuertes; Mientras que los
hidrogeles quimicos se forman a partir de enlaces covalentes, esto permite el control de
propiedades fisicas del material como el hinchamiento y su rigidez (Revete et al., 2021).

Los pasos esenciales para la sintesis de un hidrogel homogéneo y funcional son la
solubilizacion de los materiales a su composicidon monomérica y su neutralizacioén ya sea por
temperatura o pH. Ademas la formacion del hidrogel implica un proceso de reticulacion que se
refiere a la reaccion quimica que se produce entre las cadenas poliméricas (Revete et al., 2021).

e Alginato de sodio (AS)

El alginato de sodio (NaCs H706¢ ) es un polisacarido anidonico de cadena lineal que esta
compuesto de unidades de acido L-gulurénico y acido D-manurdnico unidos por un enlace
glucosidico 1-4. Este polimero natural es extraido de la pared celular de algas pardas del mar.
Dentro de las propiedades que posee se encuentra la sensibilidad al pH, hidrofilia,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, capacidad gelificante y adhesion (Akbar, 2023)..

0

OH OH H OH

L-guluronic acid D-mannuronic acid

Figura 11. Estructura quimica de 4cido L-gulurénico y 4cido D-manuro6nico, componentes del
alginato (Akbar, 2023).

Es soluble en agua, en donde forma una solucion viscosa, es insoluble en sustancias
alcohodlicas. Las soluciones de alginato son pseudoplésticas, y presentan un comportamiento no
newtoniano, gracias a sus cadenas largas. Debido a los grupos i6nicos en su estructura el
alginato es capaz de formar geles por la interaccion electrostatica, con por ejemplo, Ba 2+, Ca
2+y Sra2+ (Akbar, 2023).
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Figura 12. Estructura quimica del alginato de sodio (Foroughi, 2018).

Teniendo en cuenta sus propiedades biocompatibles el AS y el alginato de calcio, son
materiales empleados frecuentemente en el area de ingenieria de tejidos, cicatrizacion de
heridas, administracion de farmacos, entre otras aplicaciones biomédicas. (Hasnain, et al.,
2020)

e Alcohol polivinilico (PVA)

El poli (Alcohol Vinilico) es un polimero hidrofilico biolégicamente inerte y biocompatible, el
cual tiene la capacidad de convertirse en hidrogel al entrecruzar fisicamente las moléculas a
través de un enlace de hidrogeno o por reticulacion quimica a través de un enlace covalente
(Mori, H., & Hara, M., 2016).

La gelificacion fisica del PVA se debe a numerosas interacciones entre cadenas de enlaces de
hidrégeno entre grupos hidroxilo e interacciones de Van der Waals del polimero de
hidrocarburos. Ossipov et al. han estudiado ampliamente la funcionalizacion de PVA a través
de enlaces carbamato utilizando 1,1-carbonildiimidazol (CDI) como agente activador. En la
figura 13 se puede observar la estrategia utilizada, esta implica la formacion de intermedio de
éster reactivo O-(imidazol-1-ilcarbonilo) y una reaccion adicional con especies nucleodfilas
como aminas primarias o secundarias (Alves, et al, 2011).
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Figura 13. Ilustracion esquematica de oportunidades sintéticas asociadas con PVA y
conjugacion utilizando los grupos hidroxilo del polimero (Alves, et al, 2011).
El hidrogel de PVA posee caracteristicas que lo hacen una gran opcion en el area de
regeneracion de tejidos y demas. Es hidrofilico, no es toxico para muchos tipos de células y no
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se adhiere a ellas excepto cuando se conjuga con péptidos que imitan los sitios de union de
integrinas en la matriz extracelular (Mori, H., & Hara, M., 2016).

® Quitosano - Carboximetil quitosano.

La quitina es el segundo material natural mas abundante y usado en agricultura, biomedicina y
otras areas de investigacion cientifica. Estd presente en algunos hongos, levaduras y
exoesqueletos de insectos, cangrejos y otros moluscos. El quitosano es producto de la
desacetilacion de la quitina, este polisacarido es utilizado debido a su estabilidad térmica, baja
permeabilidad y retencion de agua. Lo que lo convierte en un material optimo para el
desarrollo de hidrogeles (Yang, 2022).

Recientemente los derivados del quitosano han sido estudiados por ciertas propiedades que los
convierten en potenciales alternativas con soluciones a limitaciones existentes como la
insolubilidad de la quitina en agua, o la resistencia del quitosano para ser empleado como
inyectable. Uno de estos derivados es el O-carboximetil quitosano (O-CMC), este material
cuenta con grupos carboxilos disociables lo que mejora su solubilidad significativamente,
ademads de que no es toxico, es bioactivo y antibacteriano (Yang, 2022).
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Figura 14. Sintesis de O-CMC mediante 4cido cloro acético e hidréxido de sodio
(Yang, etal., 2022).

Segin Yang, et al., el carboximetil quitosano (CMC) logra una buena interaccidon con las
células, lo que ha llevado al crecimiento y regeneracion celular.

En el espectro infrarrojo de quitina se evidencian los picos de absorcion en 1655y 1551 em”!
Estos corresponden a la vibracion de estiramiento de los grupos carboxilo en amidas, mientras
que en estos mismos puntos de la longitud de onda la fuerza de absorcion disminuye para el
O-CMC. Esto indica el proceso de desacetilacion.
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Figura 15. Espectroscopia FTIR (A) Quitina. (B) O-CMC. Adaptado de Yang, et al., 2022

o Reticulacion i6nica

Esta reaccion ocurre entre dos moléculas con cargas opuestas, generalmente ocurre entre dos
polimeros o un polimero y un agente reticulante, de esta manera se forma una red
tridimensional. Dicha interaccion permite la gelificacion del gel, claro estd que esta también
depende de factores como el pH, la densidad de carga y el tipo de contra anion. El alginato
como se menciond anteriormente logra complejos i6nicos con cationes divalentes como el

ca’* ; mientras que el quitosano los forma con polianiones como el acido polilactico (PLA), el
acido poliacrilico, Alginato, entre otros (Vinchhi, et al., 2021).

Entre los agentes reticulantes ionicos se encuentra el cloruro de calcio (CaCl,) que puede

establecer interacciones con alginato gracias a el cation C a2+y el grupo acido carboxilico
propio de este polimero. Cuando se realiza una mezcla entre AS y CaCl, , los cationes de calcio
se unen al alginato gelificando el material y el i6n sodio (Na) interacta con el 16n cloruro (CI)
quedando el hidréxido de sodio en solucién (Lu, et al. 2021).
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Figura 16. Reticulacion de alginato de sodio con cloruro de calcio (Lu, et al. 2021)
5.1.12 Disefio factorial

El disefio experimental factorial es una técnica estadistica en donde se efectiian una serie de
variaciones en diferentes factores que inducen cambios deliberados y se espera ver su
influencia o no en una variable de estudio. Este método permite comprender la dependencia de
factores entre si y su influencia en el sistema.

Con esta clase de disefio de experimentos se logran evaluar dos o mas factores
simultaneamente. Los tratamientos son combinaciones de niveles de los factores. A
continuacion se muestra un ejemplo de disefio factorial uno de 2”2 y uno de 23, la grafica a la
izquierda refleja una variable categérica estudiada en un experimento, por ejemplo, pH en
funcién de la temperatura.
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Figura 17. Graficas de posibles disefios factoriales (Hanrahan, G.et al.,2005)
Es importante definir los factores controlables presentes en el experimento, al igual que

establecer niveles de importancia entre ellos. Esta clase de disefio se utiliza cuando se necesitan
evaluar dos o mas variables en el experimento y que en esta evaluacion se pueda llevar a cabo
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el método de varianza (Hanrahan, G. y Lu, K, 2006). Segun el disefio seleccionado deben
definirse las fuentes de variacion. Los factores y sus niveles son las variables criticas que se
tienen como objeto de estudio. (Fernandez, 2020)

5.1.11 Caracterizaciones
e Estereoscopia

La vision estereoscopica o estereoscopia es un proceso que se realiza de manera natural cuando
un observador mira simultdneamente dos imagenes de un mismo objeto, las cuales han sido
captadas desde dos posiciones distintas. Cada ojo ve una imagen y como resultado se da la
percepcidn de la profundidad o tercera dimension.

Este proceso no solo se logra de manera natural, sino mediante el empleo de algunos
instrumentos o equipos, como los sistemas de vision paralela, vision cruzada, anaglifos,
polarizacion, obturacion, cascos de realidad virtual y monitor lenticular (Cardenas Quiroga, E.
A, 2015).

El propdsito de realizar esta caracterizacion es ayudar a capturar e identificar caracteristicas y
rasgos que no se logran por medios tradicionales

e Reologia

La reologia hace referencia al estudio de los principios fisicos que regulan el movimiento de
los fluidos.

La propiedad que define la mayor o menor dificultad para poner en movimiento un fluido es la
viscosidad. Esta propiedad esta relacionada con la resistencia que opone un fluido a ponerse en
movimiento cuando se aplican sobre ¢l esfuerzos cortantes. Por ello, un aspecto relevante en el
transporte de fluidos es el valor de viscosidad (Monsalve, A, 2010)

e Espectroscopia infrarroja con transfomada de Fourier (FTIR)

La FTIR es una técnica que permite observar la presencia de los grupos funcionales
caracteristicos de cada mondmero, en hidrogeles, es utilizada con el fin de estudiar y verificar
la incorporacion de monomeros a la estructura de los mismos.

Un ejemplo de esta técnica se muestra en la figura 18, donde se presentan los espectros
infrarrojos de hidrogeles de poliacrilamida, los cuales fueron entrecruzados con 1% y 10% de
N, N -metilen-bis-acrilamida. En lo espectros se destacan: dos bandas en la region de 1.650

-1 . ., o .
a 1.670 cm | las cuales corresponden a la vibracion de estiramiento asociada con el grupo
carbonilo (C =0) de las funciones amida y a movimientos de flexioén del grupo N-H, asi como

bandas de absorcion en la region de 3.200 a 3.600 em” " las cuales son atribuidas a
estiramientos de los enlaces N-H. También se observa una banda a 2.940 cm-1
correspondiente al estiramiento de los enlaces C—H (Ramirez, A, et al, 2016).
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Figura 18. Espectro infrarrojo del hidrogel de
poliacrilamida con 1% y 10% de agente entrecruzante (Tomado de Ramirez, A, et al, 2016).

5.2 Marco tedrico.
5.2.1 Rigidez y topografia
=> Rigidez

Se comprende como rigidez la capacidad que tiene un material para resistir una fuerza aplicada
sobre ¢l externamente antes de sufrir una deformacion. (Cervera, 2015)

Se entiende por reologia al estudio del flujo de la materia, es una relacion que se da entre los
esfuerzos y las deformaciones. El instrumento empleado en este tipo de pruebas mecanicas es
el redmetro, pueden realizarse ensayos de acuerdo a rampas de temperatura o de tiempo. El
reometro aplicara un esfuerzo de cizalladura en el material, y de acuerdo al tiempo de su
deformacion, se pueden establecer los limites de viscoelasticidad. Esto permite evaluar las
condiciones del material respecto a su rigidez (Velasco, 2013).

=> Topografia

En el sustrato, la topografia (forma y dimension de las caracteristicas fisicas) afecta el tamafio,
orientacion y distribucion de adherencias focales, de igual manera se ve afectada la fuerza y
orientaciéon del citoesqueleto, por lo que también las fuerzas que genera el citoesqueleto
terminan viéndose afectadas (Makhija, 2020).

5.3 Marco normativo

Si bien este proyecto tiene foco en el area de la salud, en Colombia existen una serie de
decretos que establecen parametros de uso, comercializacidon, entre otros, con respecto a
equipos médicos o que tengan accion en este ambito. Por ejemplo el decreto 1036 de 2018,
para el uso de reactivos presentes en el desarrollo del biomaterial y teniendo en cuenta el
propdsito del producto, este decreto establece los requisitos que se deben cumplir para la
importacion y comercializacion de reactivos de diagnostico in vitro huérfanos, in vitro grado
analitico, analito especifico, los reactivos de uso general en laboratorio y reactivos in vitro en
investigacion utilizados en muestras de origen humano.
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A nivel internacional se encuentran normas que abarcan el tema de nanotecnologias y uso de
materiales con fines de investigacion, entre otros, como lo es la ISO/TC 229, la cual establece
la normalizaciéon en el campo de las nanotecnologias que incluye: Utilizar las propiedades de
los materiales a nanoescala que difieren de las propiedades de los atomos individuales, las
moléculas y la materia a granel, para crear materiales, dispositivos y sistemas mejorados que
exploten estas nuevas propiedades.

Con respecto al uso de biomateriales y regeneracion tisular en relacion al desarrollo del
proyecto aplican la norma ASTM F2150-02, guia estandar para la caracterizacion y prueba de
andamios de biomateriales utilizados en productos médicos de ingenieria tisular, la cual es un
recurso de los métodos de prueba actualmente disponibles para la caracterizacion de andamios
de biomateriales utilizados para desarrollar y fabricar productos médicos de ingenieria tisular
(TEMP). También la norma ASTM WK21927, guia para la caracterizacion de hidrogeles
utilizados en medicina regenerativa.

5.4 Estado del arte

Se considera que la mayoria de las células del sistema nervioso dependen unicamente de
sefales quimicas, sin embargo recientemente se han publicado una gran cantidad de estudios
sobre el efecto de las propiedades biofisicas en la diferenciacién celular (Lourenco, 2016).
Debido a la relevancia que tienen los procesos de mecano deteccion se habla acerca de un
desequilibrio en la fuerzas del microambiente de la célula y su contribucion en los trastornos
del SNC (Carvalho, 2022)

La rigidez del sustrato ha sido objeto de estudio en la diferenciacion de los OL, empezando por
la explicacion de su relacion con las vias moleculares (Jagielska et al., 2012). Mediante cultivo
celular de POS se evalu6 el comportamiento de las células con diferentes valores de rigidez, de
acuerdo a los resultados se logré determinar que la diferenciacion en estas células estaba
directamente relacionada con la contraccion de la actomiosina ya que en los ensayos donde se
utilizaron inhibidores de este complejo como la blebbistatina, se obtuvieron OL maduros
(Kippert et al., 2009). Luego se confirmé en una investigacion de adhesion celular por medio
de poli-D-lisina, que los POS eran realmente mecanosensibles, y que esta sensibilidad influia
en su supervivencia, migracion, proliferacion, maduracion y diferenciacion (Jagielska et al.,
2012).

Las primeras investigaciones en la modulacion topografica de la diferenciacion de OL, se
realizé a partir de la imitacion de las caracteristicas de geometria y disposicion en los axones
(Webb et al., 1995).

Recientemente el uso de biomateriales en la regeneracion de tejido nervioso ha presentado un
gran auge. Jagielska et al. Desarrollo geles PAAm con rangos de rigidez entre 0,1 y 70 kPa,
indicando el potencial de diferenciacion modulado por la rigidez que cambia a través de la edad
animal y su diferencia en ambientes normales y algunos con lesion.

Shah et al., 2014 implementaron andamios de nanofibras de grafeno para la sefalizacion de
células de OL y la emulacién de senales espaciales de los axones, ya que de acuerdo a su
didmetro es la produccion de vaina de mielina de los OL. Se demostr6 que implementando
caracteristicas geométricas axonales, diametros de 2 a 4 um se puede fomentar la
diferenciacion de los OL.
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A continuacion se muestra una tabla adaptada de la revision de ensayos de mecanotransduccion
para estrategias de regeneracion neuronal realizada por Marinval y Chew.

Tabla 2

Ventajas y desventajas de las estrategias actuales de regeneracion neuronal en OL.

Sustratos Material Resultados Limite
Hidrogel | Laminas de | Estimulacion de la diferenciacion de OL por la Presenta una limitacion espacial
biologico | silicona formacion de heterocroma estario a través de | para el desarrollo de las células.
estirada Synel (Hernandez et al, 2016)
Hidrogel | Poliestireno Andamio que emula las condiciones de | Necesidad de adaptacion de las
biologico | Grueso desarrollo de las células gliales (Katiyar, 2017) | células en resiliencia y capacidad de
crecimiento, ademdas enfatiza en el
efecto heterogéneo de la tension
mecanica
Estimulacion a corto plazo, no se
Hidrogel | PAA PDMS Inhibicién de la ruta YAP, esta permanece en | tiene en cuenta la topografia del
Sintetico baja densidad celular y se reubica en el | material.
Sulfo-SANPAH | citoplasma bajo tratamiento con nistatina
(Poitelon, 2016)
Hidrogel | Fibronectina La diferenciacion temprana en OL investigada | No abarca las pruebas de tension
sintético bajo estimulo mecanico muestra una reduccion | necesarias para validar su aplicacion
en la migracion celular y micro red de tubulos | en diferenciacion de OL.
reorganizacion. (Makhija, 2018)
Hidrogel | Laminina El estiramiento impacta en la diferencia de | El rango de rigidez es alto y no imita
sintético | fibronectina OPS iniciacion en OL, pero no en neuronas o | un ambiente propicio para la
astrocitos, y depende de la integrina ECM | maduracion de OL.
vinculos. (Arulmoli, 2015)
Hidrogel | Laminas  de | El estiramiento mecdnico favorece la adhesion | Adecuado  tinicamente  para la
sintetico | silicio. focal, sin embargo, los esfuerzos de cizalladura | diferenciacion temprana de OL, pero

disminuyeron la funcionalidad de OL. (Shimizu,
2017)

no contempla las sefiales topograficas
para estudiar la maduracion de OL y
mielinizacion
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6. METODOLOGIA, RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

La distribucion de la metodologia se realizé en tres etapas a partir de los objetivos especificos
(figura 7). En los cuales se evidencia el disefio conceptual, el disefio preliminar y el disefio
detallado, que corresponden a las fases de un modelo lineal del proceso de disefio en ingenieria
(Chaur, 2005). Ademas de la seleccion de informacion por medio de una revision bibliografica

sistematica y la evaluacion de las muestras del material después de su obtencion.

Disefiar una metodologia de obtencion de un biomaterial tipo hidrogel con caracteristicas de
rigidez y topografia con potencial aplicacion en el desarrollo de andamios que promuevan la
diferenciacion de precursores de oligodendrocitos

¥

)

v

Etapa |
Establecer los paréametros de composicion
quimica, rigidez y topografia y bioldgicos de
la diferenciacion de oligodendrocitos.

Etapa Il
Obtener bajo un disefio experimental
factorial el biomaterial propuesto desde el
diserio conceptual

Etapa lll
Evaluar las variables de viscosidad
dindmica, topografia y capacidad de
hinchamiento del hidrogel obtenido

v

1. Realizar una revision bibliogréfica para
determinar las variables relevantes en la
composicion del hidrogel

2. Definir a través de una matriz de decision
las variables criticas del proceso

v

3. Reestablecer los requerimientos del
material

v

4. Disefiar una matriz de decision
ponderada para priorizar los requerimientos

1. Realizar ensayos preliminares de las
propuestas de diserio conceptual

1. Evaluar la rigidez y topografia del
Biomaterial

v

2. Caracterizar las muestras obtenidas en
los ensayos preliminares

v

2. Realizar pruebas adicionales de
porcentaje de hinchamiento, economia
atomica v espectros IR

3. Seleccionar una de las propuestas de
material a partir de una matriz de decisién
disefiada con criterios desde la metodologia
y los resultados experimentales

3. Anélisis de resultados obtenidos en las
caracterizaciones para la eleccion de una
muestra

v

2

4. Establecer los parametros del disefio
experimental (Niveles, subniveles, cantidad
de muestras)

4. Eleccion de la muestra final

5. Llevar a cabo una revision bibliografica
para determinar el material adecuado para
la elaboracién del hidrogel

v

6. Proponer dos ideas de concepto del
hidrogel a elaborar

5. Ejecutar el diserio experimental teniendo
en cuenta los parametros de clasificacion
definidos anteriormente para la obtencién de
muestras

5. Establecer y organizar la metodologia de
manera detallada teniendo en cuenta el
proceso realizado en la elaboracion de la
muestra seleccionada.

Figura 19. Metodologia para el desarrollo del proyecto basada en el cumplimiento de los
objetivos especificos (Autoria propia).

6.1 Primera etapa: Disefio conceptual

La primera etapa busco establecer los pardmetros de composicion del hidrogel adecuados para
la regeneracion celular de oligodendrocitos, especificamente para su diferenciacion. Para ello
se propuso una revision bibliografica que permitio resolver una pregunta de investigacion sobre
un tema en especifico, con una serie de pasos que optimizaron la busqueda y seleccion de
informacion relevante en el desarrollo del proyecto (Moreno et al., 2018).

Se realiz6 un levantamiento de informacion robusto, con el fin de identificar las caracteristicas
fisicas de topografia, rigidez y la composicion necesaria para el biomaterial, al mismo tiempo
se tuvieron en cuenta estos parametros para plantear los requerimientos propios de la matriz
extracelular de los precursores de oligodendrocitos que promuevan su diferenciacion (figura 8).
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Etapa I. Revision bibliografica sistematica y replanteamiento de los requerimientos

Teniendo en cuenta

Planteamiento de Identificacion de Busqueda en bases Seleccion de Organizacion y su importancia dentro
pregunta de —> —>»  de datos con —> i —» analisis de —» del proyecto, su
. o palabras clave . - articulos . .
investigacion formulas logicas informacion aporte y fecha de
publicacion
Relacion de Replanteamiento de Variables criticas para Caracteristicas de
requerimientos y ~ <€— p p <«—rigidez y topografia

requerimientos obtencién del hidrogel

opciones de materiales del material

v

Eleccion de materiales
para ejecucion de
pruebas preliminares

Figura 20. Diagrama de flujo de procedimiento a seguir en la etapa I (Autoria propia)

El disefio de un biomaterial parte de la identificacion de variables relevantes en su
composicion, variables quimicas, biologicas y fisicas que determinan la funcionalidad del
material. Con el fin de establecer dichas variables se propuso el desarrollo de una revision
bibliografica sistematica, que a diferencia de otro tipo de revisiones, permite contestar una
pregunta de investigacion basada en la recopilacion de informacion proveniente de libros,
articulos cientificos, entre otras fuentes primarias. Ademas se caracteriza por sus filtros de
calidad, la disminucién de los sesgos y la evaluacion de los estudios encontrados para la
resolucién de la pregunta de investigacion. Optimizando asi la busqueda y seleccion de
informacion relevante en el desarrollo del proyecto (Armstrong, et al., 2011).

6.1.1 Revision bibliografica por método Cochrane

La revision cochrane es empleada en la investigacion clinica, ofrece informacion detallada
acerca de tratamientos y diagnésticos para diferentes tipos de patologias, sin embargo, es un
método aplicable a otros campos como la ingenieria.

La metodologia parti6 de la identificacion de 4 criterios (PICO): poblacidn, intervencion,
comparacion y opciones de desenlace. La poblacién se refiere al criterio de interés en el
estudio, en este caso son las variables criticas de composicion del hidrogel; la intervencion esta
relacionada con caracteristicas mas especificas de la forma en que se va a abordar el problema;
en tercer lugar se encuentra la comparacion en donde se busca identificar las propiedades que
han establecido otros estudios que permiten determinar caracteristicas propias del producto, y
finalmente las opciones de desenlace que es aquello que se espera del producto.

Para cada criterio PICO, se disefid6 una pregunta de investigacion de donde se extrajeron
palabras clave que posteriormente se utilizan en la busqueda de informacion. A continuacion se
puede observar en la tabla 1, las preguntas de investigacion planteadas y sus respectivas
palabras clave.
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Tabla 3

Preguntas y palabras clave método Cochrane

Dimension Pregunta de investigacion Palabras clave
Cochrane
¢Cudles son las variables criticas que determinan la Hidrogel,

P efectividad de un biomaterial tipo hidrogel en la oligodendrocitos,

regeneracion y diferenciacion de oligodendrocitos? biomaterial,
regeneracion,
diferenciacion.

/Qué caracteristicas de rigidez y topografia son Diferenciacion, Rigidez,

I necesarias para que un hidrogel actiie como soporte y  Topografia, entorno,
entorno apropiado para la diferenciacion de andamio, Oligodendrocitos
precursores de oligodendrocitos a oligodendrocitos maduros, precursores de
maduros? oligodendrocitos
¢ Qué composicion fisica de un hidrogel promueve la Estudios mecanicos,

C diferenciacion de precursores de oligodendrocitos a composicion quimica,
oligodendrocitos maduros sin afectar su propiedades fisicas,
mecanotransduccion, y cuales propiedades fisicas hidrogel,
debe tener? oligodendrocitos,

mecanotransduccion.
No
Estudios in vivo, otra
diferenciacion
¢/ Qué resultado se espera que pueda ofrecer el Rigidez, Diferenciacion,

) biomaterial teniendo en cuenta su composicion y Microentorno SNC,
requerimientos que debe cumplir para promover la topografia, activacion
diferenciacion de oligodendrocitos? celular.

Autoria propia

De las palabras claves identificadas por el método PICO (Tabla 3) se seleccionaron aquellas
repitentes y/o condicionales; y fueron enlazadas con conectores l6gicos que permiten unificar
conceptos en la bisqueda, denominados booleanos. De esta manera se disefiaron 8 frases como
estrategias de busqueda, con el fin de obtener informacion especifica y confiable segtn el tema
de interés en la investigacion.

Para la recopilacion de informacion se definieron 5 bases de datos que brindan acceso a
documentos médicos, cientificos e ingenieriles. De acuerdo a la cantidad y al tipo de
documento encontrado en cada una de las bases se definieron dos para la profundizacién de la
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informacion recopilada de las estrategias de busqueda, Science Direct y Proquest, ya que las
principales fuentes de informacion se referian a articulos cientificos y patentes.
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Figura 21. Estrategias de bisqueda a partir de las palabras clave obtenidas por el método
Cochrane.

Oligodendrocyte AND mechanotransduction

Oligodendrocyte AND “mechanical properties” AND regenerative tissue
Oligodendrocyte AND “mechanical properties” AND hydrogel
Topography AND “oligodendrocyte differentiation” AND biomaterial
Stiffness AND “oligodendrocyte differentiation” AND biomaterial
“Oligodendrocyte differentiation” AND hydrogel AND composition
Oligodendrocyte AND hydrogel AND stiffness NOT “in vivo studies”
Oligodendrocyte AND mechanobiology AND hydrogel

Oligodendrocyte AND hydrogel AND “regenerative tissue”

XN kW=

Se realiz6 un tamizaje de la informacion de acuerdo al afio de publicacion, ya que debido a los
avances tecnologicos actuales, los desarrollos recientes tienen mas relevancia. EI rango se
defini6 entre el afio 2018 y 2023.
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Tabla 4

Articulos seleccionados y su anio de publicacion

Nombre del articulo Ano

Materials and extracellular matrix rigidity highlighted in tissue damages and diseases:
Implication for biomaterials design and therapeutic targets. 2023

A review of the structural and physical properties that govern cell interactions with
structured biomaterials enabled by additive manufacturing. 2022

A paradigm shift: Bioengineering meets mechanobiology towards overcoming
remyelination failure. 2022

Anisotropic scaffolds for peripheral nerve and spinal cord regeneration.

2021
Mechanical regulation of oligodendrocyte biology.

2020
The influence of microenvironment and extracellular matrix molecules in driving neural
stem cell fate within biomaterials, Brain Research Bulletin. 2019
The Healthy and Diseased Microenvironments Regulate Oligodendrocyte Properties:
Implications for Regenerative Medicine.
Topography, Cell Response, and Nerve Regeneration.

2011

6.1.2 Variables criticas del hidrogel

A partir de los estudios encontrados en literatura por el método Cochrane (Tabla 3), se
construyd un matriz de informacidon en donde se evidencid la influencia que presentan las
variables fisicoquimicas en el proceso de diferenciacion o que incluso lo condicionan. Sin
embargo no todas cuentan con la misma relevancia dentro de esta situacion, por lo cual se
elabor6 una matriz de decision en donde segun bibliografia se establecieron ponderaciones, a
continuacion se explica su importancia en la diferenciacion glial y su respectiva ponderacion:

=> Rigidez

La rigidez del material tiene gran influencia en las actividades celulares como la migracion, la
apoptosis, la proliferacion y la diferenciacion en multiples tipos de tejidos (Guilak et al., 2009
Tomado de Whilems et al, 2019).

Esta variable se considera un sello distintivo de la matriz extracelular con la que las células
interactian con el fin de decidir sus respuestas en diversas actividades como las mencionadas
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anteriormente. Estos comportamientos celulares también se encuentran estrechamente
relacionados con los fendmenos observados en muchas condiciones fisioldgicas y patologicas
(Park, et al., 2023).

A continuacion se presentan unos valores de rigidez que dieron resultados satisfactorios en la
diferenciacion de los precursores de oligodendrocitos:

e Los progenitores de oligodendrocitos(cultivados en geles de poliacrilamida con
moddulos de ~1000 Pa) dieron como resultado una mayor proliferacion, migracion y
diferenciacion en oligodendrocitos. El rango de mddulos del biomaterial que parece
favorecer la diferenciaciéon de oligodendrocitos (mielinizacién) y la diferenciacion
neuronal imita el rango de rigidez de la sustancia blanca (entre 500 y 2000 Pa)
(Weickenmeier et al., 2016 ; Budday et al., 2015 ; Christ et al., 2010 tomado de
Whilems et al, 2019).

e La rigidez mecanica de la matriz del gel es una de las propiedades que influye en los
procesos celulares. Se demostr6 antes que las matrices blandas similares a las del
cerebro (1,5 kPa) mejoraron la ramificacion del progenitor OL en comparacion con
sustratos mas rigidos (30 kPa) (Leferink, et al.,2018).

e Sc evidencid que la diferenciacion neuronal aumentaba hasta diez veces en un sustrato
blando y se razondé que el mecanismo de mecanotransduccion era la sefalizacion
Hippo/YAP (proteina asociada al Si) y la contractilidad de la actomiosina. Este
fendmeno tuvo aun mayor soporte con las NSC, en las cuales se descubrid que la
induccion de la diferenciacion neuronal depende de la rigidez. Pues al parecer, el canal
i6nico mecanosensible piezo 1 es la principal molécula sensora responsable de esta
diferenciacion. Piezo 1 se expresa en células madre/progenitoras neurales derivadas del
cerebro humano, y los autores revelaron que la diferenciaciéon neuronal fue muy elevada
cuando Piezo 1 fue estimulado por la alteracion de la rigidez (Park, et al., 2023)

Los complejos de actomiosina presentes en el entorno de los OL se contraen dependiendo de la
deteccion de rigidez que detecten. Cuando los niveles de rigidez en el ambiente se encuentran
entre 0,1 kPa y 10 kPa que corresponden al médulo de elasticidad del cerebro, se promueve la
diferenciacion de los POS, mientras que si supera este rango, los complejos de actomiosina
tienden a contraerse,activando de esta manera la ruta de sefializacion RhoA que produce una
cicatriz glial e inhibe el proceso de diferenciacion (Lourenco, 2016).

Makhija en el 2020 concluydé mediante ensayos experimentales que 6,5 kPa era una rigidez
propicia para la diferenciacion de oligodendrocitos, y la relajacion contractil de la actomiosina.

=> Topografia.

La matriz extracelular es de vital importancia en la determinacion de las propiedades
biomecénicas de un tejido, asi mismo actua en la mecanotransduccion de sefiales a las células a
través de complejos de adhesion focal cuyos citoesqueletos se encuentran unidos a ella. Las
adherencias focales pueden constar de méas de 100 proteinas y sirven como canales para la
transduccion de sefiales en respuesta a fuerzas fisicas (DuFort et al., 2011b ; Stukel y Willits,
2016)

45


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/topics/neuroscience/oligodendrocyte-progenitor
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/science/article/pii/S0361923018310074#bib0660
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/science/article/pii/S0361923018310074#bib0065
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/science/article/pii/S0361923018310074#bib0100
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/science/article/pii/S0361923018310074#bib0155
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/science/article/pii/S0361923018310074#bib0615
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/science/article/pii/S0361923018310074#bib0615

La topografia del sustrato de la MEC también afecta el destino celular, la forma de la célula al
regular la adhesion celular y la disposicion del citoesqueleto, esto aplicando fuerzas mecanicas
a la célula que luego se traducen en una respuesta quimica. Las células detectan sefiales
topograficas que incluyen entornos 3D y 2D, dimensiones del sustrato y geometria en escalas
nano y micro ( Guilak et al., 2009).

Teniendo en cuenta lo anterior, por ejemplo, las fibras electrohiladas de diametro de fibra y
alineacion variables también afectan la diferenciacion de las células. Cuando se cultivaron en
fibras electrohiladas recubiertas de laminina, las NSPC adultas derivadas de hipocampo de rata
mostraron un aumento del 40 % en la diferenciacion de oligodendrocitos en fibras de ~300 nm
y un aumento del 20 % en la diferenciacion neuronal en fibras de 750 nm en comparacion con
una superficie de poliestireno de cultivo tisular recubierta de laminina. Las NSPC en fibras de
300 nm también mostraron una morfologia estirada que es similar a los oligodendrocitos y se
extendieron en multiples direcciones para seguir las fibras subyacentes (Whilems et al, 2019).

Las caracteristicas topograficas axonales son fundamentales para fomentar la funcionalidad
mielinizante de los OL, ya que seguin el diametro de los axones se generan las longitudes de
vainas de mielina. Estas células gliales interactian de forma directa con los axones para
envolver y mantener las vainas de mielina que facilitan la comunicacién entre ellos (Makhija,
2020).

El espacio no debe ser una limitacidon para la regeneracion de OL, por esto se recomienda
generar un microambiente del tamafio de los oligodendrocitos maduros (Lourenco, 2016).

=> Organizacion

Diversos estudios han demostrado que una orientacion definida en la composicion del hidrogel
favorece la migracion y proliferacion celular, generando un estimulo mecanosensible en el
microentorno celular, Sin embargo Whilems, et al., concluyeron que la diferenciacion de las
células a OL responde a superficies sin patrones, es decir, que no presente secuencias repetidas.
Al presentarse patrones se produjo una disminucion de las tasas de supervivencia y union de
los oligodendrocitos diferenciados, los cuales por el contrario, si tuvieron una respuesta
satisfactoria en fibras aleatorias (Whilems, 2019).

=> Isotropia

Si bien es importante la estructura 2D o 3D y las dimensiones del sustrato, de igual manera lo
es su geometria, pues esta ultima también afecta el destino celular. Por ejemplo, Moe et al.
utilizaron arreglos de multiples arquitecturas con el fin de introducir multiples tipografias
distintas en un solo sustrato. Como resultado los surcos anisotropicos (surcos de 250 nm o 2
um de ancho) promovieron la diferenciacién neuronal de las células madre murinas primarias,
mientras que el sustrato isotropico con orificios de 2 um de didmetro o pilares de 1 um de
diametro promovio la diferenciacion glial ( Moe et al., 2012 tomado de Whilems, 2019).
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=> Tamario de la matriz

Segun estudios realizados sobre la interaccidon mecdnica con el tejido neural, la variacion
espacial de rigidez, se genera en longitudes pequenas de ~50—100 pm o del tamafio del linaje
celular (Makhija, et al, 2020)

=> Geometria

La principal funcionalidad de los oligodendrocitos, es la mielinizacion de los axones (cilindros
geométricamente) , con los cuales se encuentra interaccionando fisicamente la mayoria del
tiempo cuando es maduro, y de los cuales dependen variables como cantidad y tamafio de
mielina. Ademas son reconocidos por los precursores de oligodendrocitos (POS) quienes
modulan su tamafio segin el didmetro y longitud del axén. Y una de las caracteristicas
topograficas a tener en cuenta en el desarrollo de un biomaterial para su diferenciacion es la
imitacién de su matriz extracelular, incluyendo su geometria. Gracias a esto se demostro que
los POS detectan sefiales geométricas que inducen a la mielinizacion

(Makhija, et al, 2020).

=> Tiempo

Una de las limitaciones en desarrollo de este trabajo es la secuencialidad de las actividades
metodoldgicas, lo que genera una ruta critica determinante. Ademds se tiene un tiempo
maximo establecido para la terminacion del proyecto, por lo cual resulta de suma importancia
que la obtencion de muestras del biomaterial no exceda los tiempos dispuestos para el
desarrollo del mismo, teniendo en cuenta algunos dias de holgura, por imprevistos o errores en
su ejecucion.

- Costo

Los costos de los biomateriales varian seglin su origen, algunos como el acido hialurénico, un
biopolimero natural, sobrepasan los costos establecidos por el proyecto. Es por esto que se
decidié tener en cuenta como variable critica teniendo, y teniendo en cuenta el alcance, los
polimeros no deberdn superar el presupuesto establecido inicialmente

=> Biodegradabilidad

Se considera que los materiales biodegradables promueven la sefializacion y proliferacion
celular , favoreciendo el metabolismo y la respuesta celular. Zaeri, et al., 2022). La degradacion
de los biomateriales debe concordar con la célula incrustada, en este caso los OL, para generar
una gran similitud respecto a su propia matriz extracelular y a su vez disminuyen los
subproductos con toxicidad. Ademas deben permitir el flujo y difusion de nutrientes y
subproductos de desecho. (Zue, et al., 2021)

=> Biocompatibilidad
La biocompatibilidad es una propiedad intrinseca de los biomateriales, necesaria para su
interaccion con entes bioldgicos, debe garantizarse con el fin de no obtener ningiin rechazo por

parte del mismo. Se han desarrollado matrices biocompatibles basadas en hidrogeles para
imitar la rigidez del tejido neural de origen natural o sintética (Makhija,et al., 2020).

47



=> Naturaleza del material

Los hidrogeles pueden ser naturales, sintéticos, o hibridos, una integracion de ambos. Los tres
tipos han mostrado efectividad en su implementacion en el sistema nervioso central, desde que
sean biocompatibles y biodegradables, muestran una respuesta satisfactoria y adecuada para la
obtencion de biotintas. Y no intervienen en los procesos de proliferacion, y diferenciacion de
las células. Actualmente se considera un reto la modulacién de propiedades fisicas en los
polimeros naturales, ya que cuentan con propiedades bioactivas, en cambio sobre los polimeros
sintéticos se logra controlar las propiedades mecénicas, gracias al aumento del control en los
pesos moleculares y la distribucion de concentracion en el hidrogel (Zaeri, et al., 2022).

Estas variables fueron ponderadas segun la dependencia del proceso bioldgico, tal como se
establece en el siguiente grafico:

Geometria

6,6% Rigidez
Tamario de la 17,6%
6,6%

Tiempo

7,7%

Isotropia Topografia
9.9% 17.6%

Biocompatibilidad
11,0%

Organizacion
12,1%

Biodegradabilidad
11,0%

Figura 22. Ponderacion de variables criticas para la elaboracion del hidrogel.

De acuerdo a la busqueda sistematica y la justificacion anteriormente mostrada, se evidencia
que las caracteristicas mas relevantes dentro del desarrollo del hidrogel, para este proyecto,
teniendo en cuenta que se busca promover la diferenciacion de oligodendrocitos, son la rigidez
y la topografia; propiciando las sefiales topograficas y mecanicas que recibe de su
microentorno

6.1.3 Requerimientos

Mediante el analisis de la informacion de las publicaciones anteriormente mencionadas (Tabla
4) , se determinaron las variables criticas para la obtencion del hidrogel, a partir de las cuales se
establecieron los requerimientos del biomaterial.

De acuerdo a las variables criticas establecidas y su puntuacion porcentual se determinaron las
necesidades del sistema y las posibles soluciones a estas, factores con los cuales se redactaron
los requerimientos del proyecto. Cada requerimiento refleja su impacto de manera diferente,
algunos tienen mayor predominio en el producto final, y tienden a considerarse mas relevantes
durante el disefio del mismo. Para identificar la importancia de cada uno se optd por disefar
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matriz de despliegue de funcion de calidad (QFD). Esta se define como “un sistema detallado
para transformar las necesidades y deseos del cliente en requisitos de disefios de productos o
servicios”. Se implementa comunmente como herramienta de planificacion, que puede ser
usada en ingenieria para la priorizacion de requerimientos y seleccion de propuestas de

solucion que cumplan con los mismos, a través de una evaluacion de relacion con el producto.
(Ruiz, 2009)

Uno de los aspectos mas importantes de esta herramienta se ubica en la matriz de relaciones, la
seccion central de la casa de la calidad como se indica en la figura 23. En donde se establece
una relacion entre los ;QUE?, que son necesidades del beneficiario, en este caso la
diferenciacion de los oligodendrocitos; pueden ser fisicas, bioldgicas y quimicas. y los
.COMO?, que determinan la manera de cumplir cada necesidad. Ambos parametros fueron
concebidos a partir de los requerimientos finales.

_-"""Frn‘.‘-\-""h.

6) EL TEJADO
=Y —

1) OBJETIVO ) COMOS

7) MATRIZ DE
RELACIONES

) QUES

2
4) EVALUACION
COMPETENCIA

3) FACTORES DE ‘
PESOS DE LOS QUES

8) CUANTIFICACION
9) PUNTUACION

Figura 23. Estructura de matriz QFD (Ruiz 2009)

La relacion se establece mediante una escala, y esta difiere de acuerdo al método empleado. El
método japonés sugiere simbolos, mientras que el tradicional emplea numeracion ascendente.
Para la matriz que se desarroll6 se seleccion6 el método tradicional, con una numeracion del 1
al 5, donde el 1 se refiere a la relacion nula o mas baja, el 3 a una relacion indirecta y el 5 a una
relacion directa o incluso condicional (Anexo 1).

Requerimientos funcionales

1. El biomaterial debe cumplir con un rango de rigidez entre 1,5 y 7 kPa, rangos similares
a la rigidez de la matriz extracelular de los oligodendrocitos de acuerdo a los resultados
satisfactorios obtenidos en estudios. (Makhija, 2020)

2. La estructura del hidrogel no debe tener patrones, para promover la diferenciacion de
los oligodendrocitos (Whilems, 2019).

3. El hidrogel debe tener una topografia isotropica. (Moe et al., 2012 tomado de Whilems,
2019).
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4. La geometria del hidrogel debe ser cilindrica, modelando la estructura de los axones
(Makhija, et al, 2020).

5. EI hidrogel debe ser biocompatible y biodegradable. Esto soportandose en revision
bibliografica del material a implementar (Zue, et al., 2021).

6. La naturaleza del biomaterial puede ser sintética, natural o hibrida (Zaeri, et al., 2022).
Requerimientos de calidad

1. La metodologia como producto final deberd ofrecer las condiciones Optimas en
términos de rigidez y topografia con el fin de promover la diferenciaciéon de los
precursores de oligodendrocitos.

2. Teniendo en cuenta la biologia de los oligodendrocitos, se procura ofrecer un ambiente
controlado de variables previamente establecidas, el cual en un futuro pueda ofrecer
diferentes funciones en esta area.

Requerimientos de restriccion

1. Los oligodendrocitos presentan mejor diferenciacion en superficies aleatorias, no
alineadas.(Whilems, 2019)

2. Laevaluacion del material sera netamente fisica y mecénica.

3. Las variables fisicas que se evaluaran en el material seran Unicamente la rigidez y la
topografia.

4. Se evaluaran caracteristicas fisicas y quimicas del material.

5. El biomaterial debe permitir la difusion de nutrientes y la interaccion de OL con otras
células, segun la bibliografia.

6. El tiempo empleado en la metodologia de obtencién de las muestras del hidrogel no
debe superar los 45 dias, teniendo en cuenta imprevistos.

7. Los materiales y reactivos no deben superar el precio de 3,400,000 segin lo
presupuestado.

6.1.4 Conceptos de material: Revision bibliografica, seleccion y propuesta

Al obtener los resultados de la matriz de requerimientos mencionada anteriormente, se realizo
la busqueda bibliografica de materiales que funcionaran como opcion para la elaboracion de
hidrogeles en el sistema en el que se encuentran los oligodendrocitos (SNC). Esta revision
estuvo dirigida a los materiales que se han implementado para el tratamiento de deficiencia de
oligodendrocitos o de su funcionalidad. Se utilizaron estrategias de busqueda especificas,
algunas similares a las disefiadas para la revision sistematica de las variables, y otras
totalmente nuevas En el tamizaje de la informacion se tuvo en cuenta el mismo rango de afos
y el idioma, sin embargo, el aspecto determinante fue el contenido, en metodologia de
obtencion, composicion, y del comportamiento mecanico de los materiales especificos para la
regeneracion de Oligodendrocitos. Una de las mayores limitantes en esta busqueda fue
encontrar articulos cientificos que se enfocardn en OL, ya que, como se ha mencionado
anteriormente los OL son células que cuentan con pocos estudios a su favor, con respecto a
otro tipo de células. Y las caracteristicas fisicomecanicas del material varian de acuerdo a la
linea celular para la cual se desarrollen, Incluso es diferente para cada fase de maduracion de
los OL.
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Para definir las propuestas de material, fue necesario evaluar diferentes tipos de hidrogeles
seguin su naturaleza, esta es una de las variables que se contemplaron desde el inicio del disefio
conceptual del hidrogel; Durante el levantamiento de requerimientos se evidencid que el
material podria ser sintético, natural o hibrido y no afectaria el proceso de diferenciacion, desde
que cumpliera con los demés parametros establecidos para cada una de las variables criticas.
Sin embargo, que el material sea compuesto puede llegar a optimizar los procesos de
degradabilidad y permitir una modulacion en sus caracteristicas mecanicas (Zaeri, et al., 2022).
Los biomateriales naturales comprenden propiedades mecanicas que no son tan favorables por
si mismas, y cuentan con una tasa de biodegradabilidad mas alta que uno sintético, y en cambio
los biomateriales sintéticos permiten ajustar propiedades como la viscosidad, la capacidad de
hinchamiento, la rigidez y su disposicion. Los biomateriales hibridos serian ideales ya que
cuentan con caracteristicas bioactivas del biomaterial natural, y la versatilidad fisicomecanica
del sintético (Zaeri. et al, 2022).

Teniendo en cuenta lo anterior se encontraron 7 posibles materiales idoneos para la fabricacion
de un hidrogel con potencial aplicacion en la diferenciacion de OL, los cuales son
poliacrilamida, 4cido hialuronico, alginato - alcohol polivinilico (PVA), colageno,
polietilenglicol (PEG) - metacrilamida, metacrilamida quitosano y alginato - O- carboximetil
quitosano (O-CMC).

La seleccion de los materiales para las pruebas preliminares, se realizO mediante una
evaluacion de competencia, segin como la denomina Ruiz, 2009. En ella se establecidé una
relacion entre requerimiento (teniendo en cuenta la priorizacién anterior) y material, que fue
determinada por una escala de 0, 1 y 3. 0 en caso de que la propuesta no cumpliera con el
requerimiento, 1 si en la revision bibliografica no se encontraba la informacion especifica, pero
no se negaba la posibilidad de cumplir con el requerimiento, y 3 en caso de que cumpliera.

Tal como se logra observar en el anexo 2., las 7 propuestas llegaban a cumplir una gran parte
porcentual de los requerimientos establecidos, de 86 a 93%. Exceptuando el &cido hialurénico,
que a pesar de que Unal, et al. lograron evidenciar el crecimiento de OL en pruebas in vitro, no
cumplio con los requerimientos preestablecidos para esta eleccion, especificamente los de
topografia que cuentan con un alto peso de acuerdo a la priorizacién, como la isotropia y la
superficie renderizada, ademas de que su alto costo podria afectar directamente la viabilidad
del proyecto. Los puntajes mas altos fueron obtenidos en el siguiente orden: Alginato O-CMC,
Metacrilamida - quitosano, PEG - metacrilamida y Alginato - PVA. Sin embargo para la
obtencion de los geles metacrilamida, era necesario anhidrido metacrilico que es el compuesto
que reacciona con los grupos alcohol terminales del PEG y asi generar un reticulado que
permite la formacion del gel, y no se logro tener acceso a este reactivo dentro de los tiempos
destinados a la etapa de disefio preliminar. Por lo cual la propuesta de PEG - Metacrilamida y
Metacrilamida quitosano, fueron descartadas.

El alginato - O-CMC que fue la propuesta que mayor cumplimiento obtuvo con un 93,3% fue
seleccionado para las pruebas preliminares, este es material compuesto entre 2 materiales
naturales que segun la evaluacion de competencia, cumple con la mayoria de los
requerimientos, solo 2 de ellos obtuvieron una puntuacién de 1 por no estar descritos en
bibliografia. Seguido a este la segunda propuesta seleccionada fue Alginato- PVA, un material
hibrido que cuenta con propiedades naturales y sintéticas al mismo tiempo.
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e Alginato- PVA

G G Estructura del alginato de sodio ! B HO n

Figura 24. Estructura quimica Alginato + PVA

Este es un material hibrido entre un biomaterial natural y otro sintético. El alginato es un
biomaterial natural, implementado en la ingenieria de tejidos, gracias a su biocompatibilidad,
su biodegradabilidad, similitud con la matriz extracelular y capacidad de respuesta celular
(Revete, 2021). El PVA es un polimero hidrosoluble, considerado un biomaterial sintético con
propiedades de flexion que permiten modular propiedades mecanicas.

La reticulacion del alginato de calcio con cloruro de calcio (CaCl,), puede formar en si un
hidrogel, sin embargo Siqi, et al. afirman que la ruptura dindmica del entrecruzamiento iénico
entre estas sustancias es muy lenta, y esto dificulta la difusion de nutrientes y gases que
requiere el sistema bioldgico para su proliferacion y correcto desarrollo. Es por esto que
decidieron realizar un reticulado de AS- CaCl, mas PVA.

De este material hibrido evaluaron su comportamiento mecanico por medio del modulo

de almacenamiento, el modulo de Young, aumentos en la tasa de hinchamiento y el
tamafio de los poros.

i ---
o ---

Figura 25. Imégenes méaximas de proyeccion Z-stack de la tincion viva/muerta de NPC
encapsulados en hidrogeles el dia 12 (verde: células viables, rojo: células muertas). Las barras
de escala representan 200 pum;(Siqi, et al 2021)

52



A s B
0% PVA

— [r—
*kkk
m— 20% PVA 059
== 40% PVA &
E 1004 == 50% PVA %
x 80% PVA =
@ o
@ <]
3 50 e
7 o
c
=3
o
>
0 ' ! ’ o, o o, o, 0,
Strain(%) Proportions of PVA
C 300- D r — 1
== 0% PVA 0.15+ kel
" | I |
mm  20% PVA =
m= 40% PVA %
= 2004 m— 0% PVA 2
o e
x | 80% PVA =
@ <]
g .
& 1004 ’E’
=5
=)
-
0+ T T 0% 20% 40% 50% 80%

0 20 40 60 80 100 Proportions of PVA
Strain(%)

Figura 26. Caracterizaciones mecanicas del hidrogel de alginato de sodio- PVA. Curva de
deformacion de tension (A) y compresion (C) . modulo de Young de acuerdo a las graficas de
esfuerzos. (Siqi, et al 2021)

Tal como se evidencia en la figura 26, el modulo de Young, y al mismo tiempo la rigidez del
material es inversamente proporcional a la cantidad afiadida de PVA. Por lo que se infiere que
el PVA afecta directamente en el comportamiento elastico del material, y aumenta su zona
plastica. Ademas se evidencia que el PVA acelerd la proliferacion celular debido a la
adecuacion de los poros dentro del hidrogel, que permiten el intercambio de nutrientes y gases
(Siqi, et al 2021).

e Alginato de sodio - O-Carboximetilquitosano (O-CMC)

El alginato es un biomaterial que se caracteriza por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y
facil preparacion, actualmente es usado comunmente en lo que a regeneracion de tejidos se
refiere, sin embargo presenta una limitacion y es su carencia de adhesion celular. Con el fin de
mejorar el rendimiento del alginato se ha complementado con otros polimeros que le permitan
tener una mejor eficacia. En este caso es mezclado con el O-Carboximetilquitosano una
carboximetilacion del quitosano que presenta buena viscosidad, solubilidad y
biocompatibilidad. La razéon de no usar solo quitosano es debido a su baja solubilidad en
solventes fisiologicos por un fuerte enlace de hidrégeno, lo que impide que se emplee como
inyectable.
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Una de las ventajas en la metodologia de Jaikumar et al, es que el biomaterial estd pensado con
caracteristicas mecanicas propias de un inyectable, y por sus componentes es compatible con el
sistema nervioso. Segln los resultados en las evaluaciones mecénicas del material, este llega a
presentar un valor de rigidez dentro del rango establecido en este proyecto para la
diferenciacion de los oligodendrocitos, sin embargo los estudios propios de esta metodologia
responden a la regeneracion de tejido adiposo.

15k X50 LT 10 36 SEI

Figura 27. Imagen MEB de geles de Alginato - O-Carboximetilquitosano

En las caracterizaciones de microscopia electronica se logrd observar una alta porosidad en los
geles, incluso en comparacion con otras composiciones. Y se determind por medio de pruebas
de hinchamiento que es un gel con alta capacidad de retener agua gracias a la alta solubilidad
de sus componentes.

6.2 Segunda etapa: Disefio preliminar y detallado

En este disefio se establece la metodologia de obtencion a partir de la composicion
seleccionada; los parametros para su seleccion se basaron en los criterios de quimica verde, las
técnicas (eficiencia y acceso), el tiempo y el alcance del proyecto (Chaur, 2005).
Adicionalmente se realizaron pruebas preliminares con las que se buscdé comprender las
variables implicadas en el desarrollo de esta metodologia. Para la obtencion de estas pruebas se
tuvieron en cuenta las dos propuestas de material seleccionadas durante el disefio conceptual.

Etapa Il. Disefio preliminar y detallado

Eleccion de material a elaborar
—>» Analisis de resultados —» | mediante el disefio experimental
mediante una matriz de decision

Obtencién y caracterizacion

Disefio preliminar o
de pruebas preliminares

Establecer los parametros del

Disefio detallado Ejecucion del disefio experimental < N )
disefio experimental

Se emplea un disefio experimental factorial teniendo en
cuenta los parametros establecido para la obtencion de
muestras y metodologia final

Figura 28. Diagrama de flujo de procedimiento a seguir en la etapa Il (Autoria propia)
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El disefio preliminar experimental consistié en la elaboracion experimental y caracterizacion
mediante estereoscopia (estereoscopio Olympus), espectroscopia por infrarrojo (Alpha),
reologia (Reometro Anton Paar MCR 92) de cada una de las dos opciones de material que
surgieron de los resultados obtenidos en la etapa de disefio conceptual: PVA-Alginato de sodio
y alginato de sodio-Carboximetil Quitosano.

6.2.1 Metodologia para la obtencion de muestras preliminares
Primera opcion de material: PVA-Alginato de sodio

Para la obtencion de los hidrogeles compuestos de PVA-AS se realizaron tres ensayos teniendo
como base la metodologia plasmada en la figura 29. En el primer ensayo se obtuvieron tres
hidrogeles (muestras AG). Luego de este ensayo se decidid duplicar las cantidades mezcladas,
logrando hidrogeles de 20 mL de mezcla de PVA-AS més 4 mL de agente reticulante, sin
embargo el CaCl, se agregd en una concentracion (0.28% p/v) insuficiente para la reticulacion
de los 20 mL de mezcla. En consecuencia los geles obtenidos no llegaron a gelificar, a pesar de
dejarlos en refrigeracion de -5°C durante una semana. Por lo cual los hidrogeles elaborados en
este ensayo fueron descartados y no se sometieron a pruebas de caracterizacion. En el ensayo
dos se obtuvieron cinco hidrogeles (muestras MG),

Preparacion de hidrogeles de Alcohol
Polivinilico (PVA) - Alginato de sodio (AS)

v v

Preparar la solucion Preparar la solucion
80°C durante 12 de PVA en agua de AS en agua
horas destilada con una destilada con una
relacion de 4% plv relacion de 2% p/v

v

Mezclar diferentes proporciones de
soluciones PVA-SA (80:20, 60:40, 40:60 y
20:80, v/v) y dejar en agitacion durante 12

horas

v

Preparar la solucion de CaClz (100 mM)en
agua destilada

v

Afadir 1 ml de la solucion de CaClz
a un vaso de precipitado seguido de un
vertido rapido de 5 ml de una mezcla de
solucion PVA-AS. Posteriormente se deja
caer 1 ml de la solucion de CaClz
uniformemente sobre la superficie

v

Esperar aproximadamente 12 horas para
la formacion de los hidrogeles

Figura 29. Diagrama de flujo del procedimiento para obtencion de hidrogeles de alcohol
polivinilico-Alginato de sodio (Tomado de Ma, S, et al. 2021)
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- Ensayo 1

Para iniciar el procedimiento se realizaron los célculos con el fin de determinar la cantidad de

cada reactivo en masa, para preparar las soluciones en las concentraciones que indica Ma, S., et
al en un volumen de 50 mL.

e Alginato de sodio

20p x oo 100

50mL
%x 50mL = 1 gde Alginato de sodio (1)
e PVA
4% x ﬂgss’()"lT”z"x 100
%x 50mL = 2gdePVA (2)
e Cloruro de calcio
S ML Syl = 0,00139 X 100 =

= 0.146 g de CaCl,
3)

Las pruebas preliminares se realizaron siguiendo los pasos plasmados en la figura 30 :

Solucion de PVA
(2g para 50 mlde —
agua destilada)

B . Preparacion de la -
Solucion de A3 (1g S’gﬂ?g?g:gﬁ solucion PVA-AS segun Adlc[!grr: ssuiﬂjgir?:mz Depositar en cajas de
para 50 mi de agua |—» relaciones de volumeny [—» ~.  [—»{ Petri durante 5 dias
destilada) durante 12 horas dejar en agitacion pipeta a cada soluglon aproximadamente
40°C durante 12 horas para su gelificacion
Solucion de CaClz

(1.146 g para 100 ml —
de agua destilada)

Figura 30. Metodologia empleada para la obtencion de muestras preliminares.

Una vez se tuvieron las cantidades necesarias para las soluciones, se procedié a elaborar los
hidrogeles. Las relaciones v/v de la solucion PVA-AS que se emplearon fueron 4:6 mL (AGI),
6:4 mL (AG2) y 8:2 mL (AG3), de manera que fueron obtenidos 3 hidrogeles. Las cantidades

empleadas fueron el doble de las indicadas en el articulo, por lo que los hidrogeles en vez de 6
mL tenian en total 12 mL de solucion de PVA-AS y CaCl,.
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Tabla 5

Pruebas preliminares de PVA-AS muestras AG

Relacion de volumenes de CaCl, [ p/v]
PV:Alginato (mL)
AGI1 4:6
0, 28%
AG2 6:4
AG3 2:8
- Ensayo 2

Para llevar a cabo este ensayo se realizaron nuevamente los célculos debido a que se
encontraron algunos errores después de realizar otras muestras de hidrogeles después del
ensayo 1. La solucion de cloruro de calcio se prepar6 en una concentracion menor a la
adecuada. Los célculos corregidos se muestran a continuacion:

o Cloruro de calcio

100 mmol CaCl2
1L

1 mol CaCl2 148 g CaCl2x2H20
X 0,0500 L X 5505 e X Tmolcacizxzizo. = 0-734 g de CaCl, (4)

Con la solucion de CaCl, en una concentracion (1,4% p/v) se prepararon 5 hidrogeles de 20 mL
de mezcla PVA-AS y 4 mL de CaCl,, en las siguientes relaciones: PVA-AS v/v de 4:16 (MG1),
8:12 (MG2), 12:8 (MG4) y 16:4 (MGS5). Ademas se agregd una nueva relacion (12mL
PVA:12mL AS) (MG3) con el fin de evidenciar el comportamiento del material con
proporciones iguales de los polimeros.

Tabla 6

Pruebas preliminares de PVA-AS muestras MG

Relacion de volumenes de CaCl, [ p/v]
PV:Alginato (mL)
MG1 4:16
MG2 8:12
1.4 %
MG3 12:12
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MG4 12:8

MGS5 16:4

Para elaborar las muestras en el ensayo 3 se emplearon los mismo parametros que en el ensayo
1, a excepcion de la cantidad de cloruro de calcio, la cual fue de 0,734 g para 50 mL de agua
destilada.

Opcion 2 de material: Alginato de sodio - Carboximetil Quitosano (O-CMC)

Para la obtencion de los hidrogeles compuestos por Alginato de sodio y carboximetil
quitosano, lo primero que se llevo a cabo fue la obtencion del O-CMC propiamente, teniendo
como base la metodologia que se muestra a continuacioén

Preparacion de carboximetil quitosano

Preparacion de Carboximetilquitosano

v

Dejar en agitacion 5 g de quitosano al
20% (p/v, 100 ml) durante 15 minutos

v

2ha40+2°Ccon Afiadir 15 g de acido monocloroacetico
agitacion gota a gota a la mezcla de la reaccion

v

Neutralizar la mezcla con acido acético al
10%

v

Vertir en un exceso de metanol al 70%

v

Filtrar el carboximetilquitosano producido Secar al vacio a 55 °C durante
utilizando un embudo sinterizado G2y —» 8 horas para dar 6,5 g de
lavar coon metanol carboximetilquitosano seco.

Figura 31. Diagrama de flujo del procedimiento para obtencion del carboximetil quitosano.

Se prepard la solucion con 1 g quitosano en 50 mL de NaOH, y se dejo en agitacion a 300 rpm,
con una temperatura ambiente entre 17 y 18° C un poco mas del tiempo encontrado por
bibliografia (20 min). Cuando ya estuvo disuelto se agregd lentamente el 4cido
monocloroacético (3 g) y de esta manera se colocd en agitacion con 600 rpm por 2 horas a
temperatura ambiente y 1 hora adicional a 40°C. Luego se agregd acido acético en una
concentracion del 5% con el fin de neutralizar la solucion.
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Posteriormente se adicionaron 60 mL de metanol al 70%, se agitd manualmente y se dejo en
reposo durante 30 min. Al momento de realizar la filtracion al vacio no se obtuvo lo esperado,
ya que, al ser una solucion tan viscosa no se logroé obtener una separacion a pesar de estar en
este proceso alrededor de 3 horas. Como una alternativa a esta situacion, se realizd una
separacion por medio de evaporacion, la solucion de quitosano se dispuso en una plancha a
40°C y poco a poco se le agregd metanol en exceso hasta que se obtuvo una consistencia seca o
incluso con viscosidad pero mucho mas rigido que el inicial. Finalmente se dejo en el
congelador a -80°C por 12 horas para posteriormente liofilizar en el liofilizador lyovapor
L-200 por 48 horas. El producto resultante fueron 2,94 g de Carboximetil Quitosano.

Preparacion del hidrogel

Hidrogel de Alginato-Carboximetilquitosano

v v

Preparar la solucion
de

Preparar la solucion

de alginato en 3% en L
es0 carboximetilquitosano
P en 5% en peso
I I

v

Disolver por separado en agua destilada y
mezclar mediante agitacion durante 2
minutos

v

Adicionar CaClzal 3% en peso

v

Incubar a 37°C la muestra resultante para
lograr un sistema estable

Figura 32. Diagrama de flujo del procedimiento para obtencion de hidrogeles de
alginato-carboximetil quitosano.

Se realizaron 2 empleando el método anterior variando las relaciones de volumen entre AS y
0O-CMC, el volumen de la solucion de CaCl, se mantuvo. El tiempo de agitacion real fue de 10
minutos a 300 rpm.

- Ensayo 1
En este ensayo, siguiendo la metodologia plasmada en la figura 32 se obtuvieron tres

hidrogeles. Dos de ellos, se elaboraron con relacion de 15: 10 mL de Alginato de Sodio
Carboximetil Quitosano respectivamente y el ultimo con una relacion de 10:15.
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Tabla 7

Pruebas preliminares muestras P de Alginato de sodio -
Carboximetil Quitosano

Relacion de volumenes de CaCl, [ p/v]
AS:0-CMC (mL)
P21 15:10
3%
P22 15:10
P23 10:15
- Ensayo 2

En el ensayo 2 se elaboraron dos hidrogeles, uno de relacion 10:10 mL y un segundo de
relacion 15:10 mL de Alginato de Sodio Carboximetil Quitosano.

Tabla 8

Pruebas preliminares muestras Q de Alginato de sodio -
Carboximetil Quitosano

Relacion de volimenes de AS:0-CMC CaCl, [ p/v]
(mL)
Q21 10:10
3%
Q22 15:10

6.2.2 Caracterizaciones mediante reologia y estereoscopia de pruebas preliminares

Las muestras obtenidas de ambos materiales fueron caracterizadas por estereoscopia con el fin
de observar mas detalladamente la superficie del hidrogel, y reologia donde se evalud la
viscosidad dindmica de cada material.

Estereoscopia

Para la realizacion de esta prueba se emple6 el equipo Olympus SZX7, el cual permite adaptar
una camara al lente para obtener fotografias de una alta calidad para un posterior analisis.
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Viscosidad dinamica

Para las evaluaciones de viscosidad dindmica se utiliz6 el reémetro Anton Paar MCR 92
(figura 33), este proporciond por cada muestra una grafica en escala logaritmica segun la
tendencia del comportamiento del material ante un esfuerzo de compresion y su viscosidad.
Ademas de las graficas de relacion de comportamientos reologicos que permite inferir el

comportamiento newtoniano de los hidrogeles.

‘ 67, Anton Paar

N\

Anton Paar MCR 92

Para esta caracterizacion se llevo a cabo el siguiente proceso:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5 Paso 6
. Colocar una geometria Colocar la muestra sobre la .
Separar una porcion . . Llevar la geometria a la
plato-paralelo en el Establecer base del redmetro ubicada en Esperar resultados y A S
posicion inicial y limpiar

del hidrogel humedo

espatula destinada a la
evaluacion reologica

con una micro >

redmetro, configurar un
gap de Smm y 25°C de
temperatura en el
software

lespacio zero antes
de colocar la
muestra

el centro y nombrar en el
software con sus
caracteristicas para dar inicio
a la prueba

anexarlos en la
carpeta de trabajo
para posterior analisis

el residuo de la muestra
antes de repetir el proceso
con la siguiente

Figura 34. Metodologia de las pruebas reologicas.

También se realizaron pruebas de espectroscopia por infrarrojo empleando el espectrémetro
FTIR compacto Alpha con el fin de caracterizar la composicion de los hidrogeles obtenidos
comparados directamente con los reactivos utilizados en su obtencion.
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Opcion 1 de material: PVA-Alginato de sodio
- Ensayo 1

Estereoscopia

Figura 35. Imagen por estereoscopia de los resultados de las muestras AG. a corresponde a la
muestra 1 (4:6 PVA-AS), b muestra 2 (6:4 PVA-AS) y ¢ a la muestra 3 (8:2 PVA-AS).
Viscosidad dinamica

En la toma de datos con el redmetro, existen ciertas variables que llegan a afectar las graficas
resultantes, algunas son: La cobertura del material en toda geometria del instrumento, la
distancia minima entre la geometria y la base del reémetro (GAP), la homogeneidad del
material y la ubicacion de la muestra en el redmetro. La geometria usada fue de 5 cm de
diametro y el GAP de 0,1 mm para muestras AG y 1 mm para muestras MG, con el fin de
garantizar el cubrimiento completo de la geometria por la muestra.

Muestras AG

1e+7

1e+6 ~

@

Lo}

o

% 1e+5 -
8- AG2 T
—¥— AG3

2 letd -

o

Q

2

=

1e+3 +

1e+2 T T 1
0.1 1 10 100

Tasa de corte yen 1/s

Figura 36. Comportamientos viscoelasticos de las muestras AG compuestas por Polivinil
Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS).

62



Anadlisis de resultados muestras AG (ensayo 1)

Con respecto a la muestra AG1, este hidrogel present6 homogeneidad y uniformidad, se torno
de un color blanquecino y su grosor no superé 1 mm. Su morfologia era lisa y distribuida como

una pelicula. La viscosidad inicial fue de 3, 288x105 mPa-s, la final de 2,718 mPa's y la
viscosidad sin sufrir dafios estructurales de 3,962.3 mPa-s.

La muestra AG2 en particular no tuvo el agente reticulante en contacto con toda la mezcla de
PVA-AS, el area que retuvo mas CaCl, presentd un color blanco y su consistencia era mas
compacta. A diferencia de la muestra AG1 este material no era completamente liso, en cambio

. . . o 6
presentaba  protuberancias en su superficie. Su viscosidad inicial fue 1,105x10 mPa-s,

1,001x1 0" como viscosidad final y la viscosidad maxima del material 14,429 mPa-s.

La muestra AG3, a diferencia de las anteriores, todas las deméas pruebas presentaron un color
transliicido. La consistencia de este gel era mucho més gelatinosa que las anteriores. Su

viscosidad inicial fue 1, 07x1 06 mPa-s, viscosidad final de 4563 mPa-s y la viscosidad maxima
del material 7526,3 mPa-s. Siendo la muestra con mayor valor inicial de viscosidad.

- Ensayo 2

Estereoscopia

Figura 37. Imagen por estereoscopia de los resultados de las muestras MG. a corresponde a la
muestra 1 (4:16 PVA-AS), b muestra 2 (8:12 PVA-AS), ¢ muestra 3 (12:12 PVA-AS),
e muestra 4 (12:8 PVA-AS) y f a la muestra 5 (16:4 PVA-AS).
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Viscosidad dinamica
Muestras MG
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Figura 38. Comportamientos viscoelasticos de las muestras MG compuestas por Polivinil
Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS).

Analisis de resultados muestras MG (ensayo 2)

Los hidrogeles obtenidos en el ensayo 2 (MQG) presentaron un grosor significativo entre 2 y 5
mm, la muestra MGI1 tuvo el grosor mas alto de 5 mm. El gel presentaba orificios debido a la

disposicion del reticulante en su etapa de obtencion. Viscosidad inicial: 5, 069x10° mPa-s,
viscosidad final: 510,7 mPa-s y viscosidad maxima 2059,2 mPa-s

La mayoria de las graficas de viscosidad que se obtuvieron, mostraron un comportamiento
lineal, sin embargo en la figura 38 con respecto a la muestra MG2 se observa un pico en la
grafica, antes de que el material llegue a su valor final de viscosidad. Esto se puede atribuir a la
incorrecta disposicion de la muestra en el redmetro o la inconsistencia en la uniformidad de la
muestra. Este tipo de alteraciones afectan la confiabilidad de los puntos siguientes. El grosor

del hidrogel fue de 0,2 mm. Viscosidad inicial: 7, 998x105 mPa-s, viscosidad final: 751,5
mPa-s, y viscosidad del material: 2153,1 mPa-s

La muestra MG3 no se gelifico uniformemente y ademds presentd protuberancias y

perforaciones. El grosor fue de 2 mm. Su viscosidad inicial: 1, 629x10 mPa-s , final: 81,79
mPa-s , maxima del material: 169,69 mPa-s

La muestra MG4 morfologicamente fue muy similar a (MG3) la gelificaciéon no fue
homogénea, y es un factor que se ve reflejado en la grafica de viscosidad. Su grosor fue de 3

mm y sus valores respectivos de viscosidad son: Inicial: 5, 585x10° mPa-s, Final: 262,1 mPa-s
y Méxima: 2175,2 mPa-s y la Muestra MGS5 present6 los siguientes valores en su evaluacion:

inicial: 1, 067x106mPa-s final: 3133 mPa-s, méxima: 10647 mPa-s. Respecto a esta ultima
muestra se destaca que no se dieron los 21 puntos resultantes de la grafica, esto puede deberse
a que el material sali6 de la base del redmetro y no se tomaron la totalidad de puntos
correctamente en la prueba.
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Comparacion entre muestras AG Y MG
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Figura 39. Comportamientos viscoelasticos de las muestras MG vs AG compuestas por
Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS).

La viscosidad inicial es mds alta en aquellos hidrogeles que tienen mayor proporcion de
alginato con respecto al PVA (AG1, AG3, MG1, MG2) y la mas baja corresponde al hidrogel
que se prepard con la misma proporcion de PVA y de AS. Sorprendentemente las muestras del
primer ensayo, con una concentraciéon mas baja de CaCl, cuentan con una viscosidad inicial
alta respecto a las del ensayo 3 y la viscosidad final es muy similar.

Infrarrojo

Se sometieron a la prueba de evaluacion cualitativa de espectroscopia infrarroja los reactivos
empleados en la elaboracion de ambas pruebas preliminares con el fin de realizar un analisis
del mismo y posteriormente una comparacion con los resultados obtenidos de esta prueba en
los hidrogeles elaborados.
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Figura 40. Espectro de infrarrojo del Alginato, FT-IR compacto Alpha.
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En la espectroscopia del alginato Figura 40, el primer pico que se observa al lado izquierdo
equivale a una longitud de onda de 3247 cm™ que segin Mohamed, et al., corresponde a la
vibracion de un enlace O-H, grupos funcionales como fenoles o alcoholes. El segundo pico
indica un valor de 1593 cm™ para la vibracion de grupos aromaticos. 1405 cm™ que es el tercer
pico fluoruro, 1300 cm™ se interpreta como alcohol, éteres, acidos carboxilicos y ésteres.
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Figura 41. Espectro de infrarrojo del PVA, FT-IR compacto Alpha.

De la grafica resultante de espectroscopia FTIR del PVA se puede observar que el pico entre
los 3500 y 3000 cm™ corresponde a un enlace O-H, el pico en el valor de 1638 cm™
corresponde a la presencia de alcanos. El tercer pico, ubicado en un valor de 1091 ¢cm™, indica

la presencia de grupos funcionales como alcoholes, éteres, ésteres, acidos carboxilicos o
anhidridos.

A continuacion se muestran los resultados de IR obtenidos en la evaluacion de uno de los
hidrogeles resultantes de la prueba preliminar uno PVA-Alginato de sodio, la muestra AG2. Se

selecciond esta debido a que su consistencia se mostraba mas firme y gelificada en
comparacion a las demas.
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Figura 42. Espectro de infrarrojo de la muestra AG2, FT-IR compacto Alpha.
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Seglin esta prueba infrarroja la banda presente en la grafica del alginato también estd en esta
muestra de hidrogel 3291 cm™ (fenoles). El segundo pico 2947 cm™, corresponde a un aldehido
y 1638 cm™ a un alqueno, ademas del 1333 que se define como un sulfato.

Opcion 2 de material: Carboximetil Quitosano-Alginato de sodio

Obtencion del carboximetil quitosano

- Ensayo 1

Estereoscopia

Figura 44. Imagen por estereoscopia de los resultados de las muestras P. a corresponde a la
muestra P21 (15:10 AS:0-CMC), b muestra P22 (15:10 AS:0-CMC), ¢ muestra P23 (10:15
AS:0-CMC)
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Viscosidad dinamica
Muestras P
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Figura 45. Comportamientos viscoelasticos de las muestras P compuestas por Alginato de
Sodio (AS) y Carboximetil Quitosano.

Analisis de resultados de las muestras P

De las iméagenes obtenidas en estereoscopia se pudo observar que los hidrogeles son gruesos,
presentan algunas divisiones y protuberancias, esta ultima caracteristica se atribuye a los
lugares donde se presenta de manera directa el proceso de reticulacion.

Con respecto al comportamiento viscoelastico de los geles del primer ensayo de AS-OCMC

presentd niveles de viscosidad altos entre 9, 606x106mPa-s y 2, 629x105 mPa-s, donde la
muestra P1 fue la mas viscosa entre ellas, debido al entrecruzamiento de CaCl, y el alginato, y
a pesar de que la relacion de AS-OCMC para la muestra P2 era igual, se evidencio una
viscosidad mucho menor. Esto puede deberse a errores sistematicos en la disposicion del
gelificante sobre el gel, lo que no permitidé que reaccionara completamente con el alginato, o
que no hubiera una distribucion uniforme sobre el material; estos factores influyen
directamente en la medida reoldgica, ya que si la muestra no es uniforme durante la prueba de
viscosidad dindmica, el area de contacto de la geometria con el gel no sera suficiente para
arrojar una grafica precisa de su comportamiento, y en caso de que la reticulacion no se lleva
acabo con todo el alginato dispuesto en el gel, la viscosidad se vera reducida, ya que como se
evidencia en la figura 45 entre mas alginato contiene una muestra mayor es su viscosidad
dindmica.
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- Ensayo 2

Estereoscopia

Figura 46. Imagen por estereoscopia de los resultados de las muestras Q. a corresponde a la
muestra Q21 (10:10 AS:OCMC), b muestra Q22 (15:10 AS:0OCMC)

Viscosidad dinamica

Durante este ensayo se realizé un duplicado de la relacion de volimen con mayor viscosidad
obtenida anteriormente (15:10 AS-OCMC ) y una en igual proporcidon que corresponde a la
muestra Q21. Igual que en el primer ensayo los valor de viscosidad fueron altos, desde
1,894x1 0'mPa-s que fue el comportamiento de la muestra Q22.

Muestras Q
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Figura 47. Comportamientos viscoelasticos de las muestras Q compuestas por Alginato de
Sodio (AS) y Carboximetil Quitosano.

Analisis de resultados de las muestras Q
En las imagenes de estereoscopia se observaron pequefias lineas en el hidrogel de nuevo

algunas protuberancias, sin embargo no se dieron las separaciones que si presentaron las
muestras P, estas muestras se vieron mas homogéneas en su superficie.
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El comportamiento en cuanto a viscosidad de las muestras Q21 y Q22 los valores iniciales son
de 1,81E+07 y 1,41E+07 respectivamente. Siendo la Q21, muestra con igual cantidad de la
solucion de Alginato de Sodio y de Carboximetil Quitosano la mas viscosa tomando en cuenta
todos los puntos.

- Comparacion reologica entre P'Y Q

Muestras P vs Q
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Figura 48. Comportamientos viscoelasticos de las muestras P vs Q compuestas por Alginato
de Sodio (AS) y Carboximetil Quitosano.

Como se menciond anteriormente las muestras con una mayor cantidad de alginato reflejaron
en las graficas reoldgicas una mayor viscosidad dinamica, gracias a la reticulacion con el
CaCl,. Sin embargo la muestra Q21 con una proporcion de 50:50 entre AS y OCMC también
presentd altos niveles de viscosidad. Todos los ensayos mostraron regularidad en las graficas
logaritmos, gracias a la uniformidad del gel obtenido.

Infrarrojo
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Figura 49. Espectro de infrarrojo del Quitosano, FT-IR compacto alpha.
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La grafica resultante de la espectroscopia FTIR del quitosano muestra un pico en el rango de
3500 a 3000 cm™ que corresponde al estiramiento de alcanos, un segundo pico en un valor de
2873 cm™ que indica la presencia de aldehidos, un tercero en el valor de 1420 cm™ que
corresponde a alcanos: curva -CH3. Se destaca también un pico en un valor de 1085 cm™ que
muestra la presencia de grupos funcionales como alcoholes, éteres, ésteres, acidos carboxilicos
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Figura 50. Espectro de infrarrojo del Acido monocloroacético.

En los resultados de espectroscopia IFTR del acido monocloroacético se destacan bandas en

valores de 3001 y 2953 ¢cm’!
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Figura 51. Espectro de infrarrojo del Carboximetil Quitosano.

Para el anélisis de la espectroscopia por infrarrojo al O-CMC se realizd una comparacion entre
las bandas obtenidas por Yang et., Figura 15. La primera banda que se puede observar y que se
deba a estiramiento de alcanos es de una longitud de onda de 3,300 cm™, como lo vemos
también en esta figura 49. Luego Yang et al., resaltan los dos siguientes picos de ondas entre
1586 y 1411 cm™ que son bandas menos pronunciadas que en el infrarrojo de la quitina e
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indican la desacetilacion, y son dos picos que en la figura actual se diferencian atin més que la
reportada en literatura.

6.2.3 Eleccion del material

Una vez realizadas las pruebas preliminares, se llevo a cabo una caracterizacion de las muestras
obtenidas. Fueron sometidas a reologia, en una prueba de viscosidad dindmica a 5 mm de
GAP; en donde se observo su comportamiento ante un esfuerzo y su viscosidad, estereoscopia,
que permitio visualizar los materiales de manera detallada a un nivel macroscopico y
espectroscopia infrarroja por transformada de fourier con la cual se determin6 la composicion
de los materiales y reactivos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las caracterizaciones anteriormente
mencionadas, se realizo la eleccion de una de las propuestas mediante una matriz de seleccion
donde se definieron criterios segun los requerimientos establecidos, y a cada uno de ellos se le
asignd un valor porcentual segin su relevancia en el proceso de obtencion del material. A
continuacion se realiza la descripcion de cada criterio segun el orden de prioridad:

1. Requerimientos (25%): El cumplimiento de los requerimientos por parte de las muestras
realizadas, es un factor que condiciona la funcionalidad del producto propuesto.

2. Comportamiento de la viscosidad (20%): Mediante las evaluaciones reologicas de los
materiales preliminares, se establecio un rango adecuado de viscosidad dinamica de 10,000 a
25,000 Pa's. Teniendo en cuenta los rangos de rigidez que se determinaron en el levantamiento
de requerimientos, de 1 a 7 kPa.

3. Economia atomica (15%): La economia atomica fue seleccionada como uno de los criterios
mas relevantes al momento de presentar una propuesta metodologica para la obtencion de un
material, ya que mediante esta se logra calcular el rendimiento de las reacciones durante la
sintesis de cada hidrogel. Para ello se empleo la siguiente ecuacion:

eso molecular/ peso en masa del producto
P [p 2 x100 (5)

; L. b L. — '
Economia Atémica (% rendimiento
suma de los pesos m/ masa de los reactivos

Los hidrogeles obtenidos en las pruebas preliminares se pesaron con el fin de obtener la masa
total de material gelificado, puesto que durante la reticulacion idnica se genera tanto producto
como residuo. Y para hallar la cantidad en masa que se encontraba de cada reactivo en los
hidrogeles, se aplico la ecuacién que se muestra a continuacion.

RG(g) = VR (mL) * CR (%p/v) (6)
RG= Reactivo en el gel.
VR= Volumen del reactivo en el gel.

CR= Concentracion del reactivo.

Teniendo en cuenta el volumen requerido de cada reactivo (VR) para la obtencion del gel y su
concentracion (CR), es posible calcular la masa de cada reactivo (RG) en los productos finales.
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Como se muestra a continuacidn para calcular el rendimiento de un hidrogel de 14 mL de PVA
y alginato de sodio.

RG(g) alginato = 6mL * 2% g/mL (7)
RG(g) alginato = 0.12g

De la misma forma se halla la masa de cloruro de calcio y PVA presente en el gel, para
aplicarlo en la ecuacion de economia atémica

0,6773 g Hidrogel
(0.12 g (C6H706Na) + 0.16 g (C2H30R)n + 0.012 g (CaCl2)

%Rendimiento = x 100

%Rendimiento = 232.206 (8)

4. Consumo de energia (15% ): El consumo de energia fue calculado segtn el tiempo que
requiri6 cada metodologia para su desarrollo. y los equipos empleados. En el caso de los los
dos hidrogeles la plancha de calentamiento, nevera y adicionalmente en los materiales de
AS-OCMC el liofilizador.

5. Tiempo total de obtencion del biomaterial (10%): Se tuvo en cuenta el tiempo de elaboracion
del gel y de gelificacion.

6. Costos y acceso a los materiales y reactivos: Los costos fueron calculados seglin la masa

empleada de cada reactivo para la obtencion de un gel y el acceso fue puntuado segtn la
disponibilidad y restriccion de los reactivos en el mercado.

Tabla 9

Criterios de seleccion del material y su justificacion.

Criterios Medicion Rangos
Tiempo total de obtencién del | (£) Sumatoria del tiempo empleado < 24 horas
biomaterial en cada proceso para la metodologia
completa.
Comportamiento de viscosidad | La viscosidad se defini6 a partir de 10.000 - 25.000 Pa.S
dinamica los requerimientos de rigidez y se

evidencio en las graficas reoldgicas.

Acceso a los materiales y | Se considerd como un factor N/A
reactivos limitante en la obtencion del
biomaterial.
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Criterios Medicion Rangos
Economia atomica 9% Rendimiento = -4Eweducto « 100 >50%
g reactivos
Costos (Z) Costos de cada reactivo * g >3,000 COP
usados
Requerimientos Evaluacion en la matriz QFD. > 250

Las caracteristicas de cada material fueron evaluadas seglin los anteriores criterios por medio
de una escala de 1 a 3, donde 1 significa que no cumple, 2 que estd cercano a los rangos
optimos, y 3 que cumple totalmente con los rangos establecidos para ese criterio.
Posteriormente esta evaluacion fue relacionada con el porcentaje de ponderacion de cada
criterio para hallar el porcentaje de cumplimiento de cada material con respecto a los
requerimientos de la matriz.

El hidrogel de PVA-AS requiere de 36 horas para su obtencion, 24 horas de agitacion y 12 de
refrigeracion, mientras que en el caso del AS-OCMC se requieren 81 para obtener el O-CMC
por los procesos de congelacion y liofilizacion, pero una vez se tiene este reactivo el tiempo de
elaboracion de cada gel es de aproximadamente 15 horas, donde 12 son de refrigeracion, esto a
su vez se relaciona directamente con el consumo energético de cada propuesta.

El comportamiento de viscosidad dindmica se evalu6 por medio de la comparacion de las
graficas obtenidas de los ensayos de reologia, y estableciendo un rango donde se encontraban
dos muestras de PVA-AS y solo una de AS-OCMC, por ello la diferencia en su puntuacion. La
economia atdmica presentd un mejor porcentaje de rendimiento para las muestras de PVA-AS,
esto puede atribuirse a la solubilidad de los componentes de los hidrogeles AS-OCMC. y a
pesar de que los reactivos empleados en estas metodologias son accesibles, para obtener
O-CMC se necesita el metanol que es un reactivo controlado.

La suma de las puntuaciones fue mas alta para el gel Polivinil alcohol y Alginato de sodio
porque mostré un mejor desempefio en criterios como el comportamiento de viscosidad, la
accesibilidad de los reactivos, el consumo energético y la economia atémica que son de los mas
relevantes. Cabe resaltar que el material compuesto por Carboximetil Quitosano- Alginato de
sodio tiene bastante potencial para ser empleado en esta misma area.
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Tabla 10

Matriz de seleccion para el material definitivo

Peso seguin

relevancia Criterios PVA-AS Relacion AS-OCMC Relacion
material - material -
criterio criterio
Descripcion  Puntaje Descripcion Puntaje
81 horas
. Obtencid
Tiempo total de ( car:)l;mi()m
X
10% obtencion del 36 horas 2 0,2 3 0,3
) : 15 horas
biomaterial .,
(elaboracion de
hidrogeles)
Comportamient
o de viscosidad
20% dinamica 2 muestras 2 0,4 1 muestra 1 0,2
Rango= 10.000
- 25.000 Pa.S
Acceso a los
6% materiales y Accesible 3 0,18 Accesible 2 0,12
reactivos
21 = =
15% COHSI,H?O 600’W 3 0.45 73800 W ) 03
energético Bajo Medio
Economia
15% atdmica 67,4 3 0,45 58,3 2 0,3
(Rendimiento)
2 2792
9% Costos 787 pesos 3 0,27 792 pesos 3 0,27
= Bajo = Bajo
25% Requerimientos 3 0,75 3 0,75
1,00 Total 19 2,7 16 2,24
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6.2.3 Diseno detallado

El disefio experimental empleado es uno de tipo factorial. Este cuenta con dos aplicaciones
principales, la seleccion, donde se identifican los factores que influyen en el experimento, y la
optimizacion, en la que se encuentran los escenarios o condiciones Optimas para un
experimento (Hanrahan, G. y Lu, K, 2006). Es decir, cuenta con niveles y subniveles
establecidos para obtener un total de nimero de muestras a obtener.

En primer lugar, para establecer los niveles, se enlistaron las variables involucradas en la
metodologia de obtencién del hidrogel, tales como, tiempos de agitacion, temperatura,
concentracion, cantidad de reactivos, entre otras; y se analiz6 tanto su influencia en el
procedimiento como su comportamiento al realizar pequefias variaciones. Estas variaciones
fueron tomadas como subniveles. En consecuencia del disefio experimental factorial se
obtuvieron las muestras definitivas del hidrogel.

Relacién d | Tiempo de agitacioén Volumen de la solucion
d: :E:::iéz :osulr:n\?: Muestra de la solucién AS - de CaCl de
PVA concentracién 100mM

—» DAG 8 horas
—» 5mL
—— ] DAF 12 horas
1. 7:3mL
2.5:5mL
3.3:7mL
—> DAA 8 horas
=N 2,5mL
— DAOQ 12 horas

Figura 52. Niveles y subniveles del disefio experimental (Autoria propia).

Teniendo en cuenta los niveles y subniveles establecidos, el nimero de muestras con
caracteristicas diferentes es de doce y para cada una se realizaron triplicados, por lo que el total
de muestras a obtener es de treinta y seis. Una vez establecido el disefio experimental, se
realiz6 la organizacion de muestras en cuatro grupos mediante codigos para diferenciar los que
cuentan con diferentes parametros.
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Tabla 11

Factores del diserio experimental

Codigo de Numero seguin Relacion de Volumen en Tiempo de agitacion de
muestra relacion de voliumenes en mL mL de la la solucion
voliimenes PVA [4% piv] solucion de PVA [4% piv]
AS [2% pi] CaCl:[100 AS [2% pH]
mM]

1.1 7:3
1.2 7:3
1.3 7:3
2.1 5:5

DAG 22 5:5 SmL 8 horas
2.3 5:5
3.1 3:7
3.2 3:7
33 3:7
1.1 7:3
1.2 7:3
1.3 7:3
2.1 5:5

DAA 22 5:5 2,5mL 8 horas
2.3 5:5
3.1 3:7
32 3:7
33 37
1.1 7:3
1.2 7:3
1.3 7:3
2.1 5:5

DAF 22 33 5mL 12 horas
2.3 5:5
3.1 3:7
32 3:7
33 3:7
1.1 7:3
1.2 7:3
1.3 7:3
2.1 5:5

DAO 2.2 5:5 2,5mL 12 horas
2.3 5:5
3.1 3:7
32 3:7
33 3:7

- Metodologia de obtencion

Para elaborar los hidrogeles definidos en el disefio experimental se sigui6 la metodologia de las
pruebas preliminares (Figura 30), pero adicionalmente se realizaron modificaciones segun los
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resultados obtenidos en estos ensayos. La concentracion de las soluciones no se vario, ni el
tiempo y temperatura del PVA especificamente.

La mezcla de las soluciones se realizé de acuerdo a las cantidades establecidas en el disefio
experimental, como se expone en la tabla 11, y para garantizar uniformidad tanto en la
agitacion como en la temperatura, las muestras se colocaron en una camara termostatica TS
606-g/2 con agitacion constante y temperatura de 20° C.

Obtencion de muestras de hidrogel PVA -AS

Preparacion de las Agitar la solucion de Mezclar las soluciones Mezclar la solucion de AS-
soluciones de AS (2%), > PVA. > de PVAYAS. » PVA con 5/2.5 mL de CaClz.
CaCl2 (100mM)y PVA (4%) 12 horas a 80°C 12/8 ha 20°C 3 seg en agitacion
A 4
Refrigerar P Sonicar por P Servir el gel resultante en
12 horas a-5°C | 15 minutos - caja de petri

Figura 53. Diagrama de flujo de la metodologia para obtencion de geles definitivos de AS y
PVA (Autoria propia)

Una de las deficiencias que se evidenciaron en las pruebas preliminares de este material es que
cuando se agregd CaCl, en la superficie afectaba el lugar donde se depositaba generando
deformidades en el gel que afectaron los resultados reoldgicos y de topografia esperados,
ademas de que se obtenia un alto contenido de residuo liquido, de lo que se infiere que el
reticulante no llegaba a reaccionar completamente con el alginato.

Con el fin de garantizar dicha reaccion de reticulacion ionica y ademas la uniformidad en el
gel, se propuso una alternativa diferente para mezclar y servir los hidrogeles con el CaCl,. Esta
estrategia consistid en realizar la mezcla de los polimeros y el reticulante en un vaso de
precipitado con ayuda de una placa de agitacion a 300 rpm. Gracias a que la gelificacion de
este material es demasiado rapida se agreg6 el CaCl, mientras el vaso alin seguia en agitacion y
se dejo alli tinicamente 3 segundos, para lograr trasvasar a una caja de petri. En el trasvase del
material se usé un pescador para evitar que el agitador magnético cayera dentro del gel, como
se observa en la figura 54.

El tiempo del trasvase también debia ser muy corto, ya que la intencion era que la mezcla

ocupara todo el area de la caja de petri y asi tener suficiente material para las caracterizaciones.
Por ultimo, se dejaron las muestras en una nevera a -5°C durante 12 horas.
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¥ ™, Adicionar CaCl2 Transferir can ayuda
A Agitar por 3 5 del pescador
a 300 rpm
Figura 54. Ilustracion del método de adicion de CaCl, a la mezcla de AS:PVA (Autoria

propia).
6.3 Tercera etapa: Caracterizacion y evaluacion de muestras

La tercera etapa comprende la evaluacion de las muestras obtenidas en el disefo experimental,
con el fin de seleccionar la propuesta de solucion mas efectiva de acuerdo a la problematica
identificada.

Etapa lll. Caracterizacion y evaluacion de muestras

Establecimiento y

Reallzalmontde. [::ruebas —» Analisis de resultados —» Elecm?n ?_e I? —>» organizacion de la
al materia muestra fina metodologia
+« Rigidezy
topografia Producto final

+ Porcentaje de
hinchamiento

« Economia
atémica

Figura 55. Diagrama de flujo de procedimiento a seguir en la etapa III (Autoria propia).

La evaluacion constd de dos tipos de pruebas especificas: la microscopia Optica para analizar la
topografia y las pruebas reologicas para determinar su rigidez. Adicionalmente se realizaron
pruebas de porcentaje de hinchamiento, Economia atomica y andlisis de espectros IR.

6.3.1 Metodologia para la obtencion de muestras definitivas
Viscosidad dinamica

Las evaluaciones reologicas se realizaron segin la metodologia descrita en la figura 35, pero
como se menciono en el apartado de caracterizaciones de las pruebas preliminares uno de los
factores que influye en los resultados de la viscosidad dindmica es la homogeneidad del gel.
Asi que para garantizar que la geometria del redmetro estuviese en contacto al mismo tiempo
con toda la muestra, se extrajo una fraccion circular de 15 mm de didmetro, destinada a esta
prueba y otra de las mismas caracteristicas para las evaluaciones de topografia.
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Paso 1 Pase 2 Paso 3 Paso 4 Pasc 5 Paso 6

[Extraer del hidrogel una Colocar la geometria Configurar los L?blCBI las fracciones de Dar inicio 2 la prueba, Obtener los

Co - . i hidrogel en el centro del y resultados de

fraccidn circular de 13 plato -paralelo en el parametros del software de ; e verificando un contacto §
. - = redmetro v afiadir su  f— . ViSCo
mm con ayuda de un redmetro y establecer el Gap 5 mm y temperatura de - o completo entre la geometria - i
i A R informacion ene le T o= elasticidad v
tubo falcon espacio Zero 25°C v el hidrogel
software esfuerzo de corte

Figura 56. Metodologia de las pruebas reologicas

Liofilizado

Para determinar la morfologia de la superficie del hidrogel, se debe realizar un proceso de
gelificacion, en la mayoria de casos se realiza mediante nitrogeno liquido, sin embargo la
congelacion para estas muestras se llevo a cabo en un congelador Duo Free U300 a -80°C,
posterior a eso se llevo a cabo el proceso de liofilizacion en el equipo Lyovapor L-200 para
deshidratar el material, esto se realizd a una temperatura de -60°C durante 48 horas (Chen et
al., 2013). Al momento de obtener las imagenes se realizé un analisis por microscopia optica y
estereoscopia para la evaluacion de los requerimientos en el material.

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Extraer del hidrogel una

fraccion circular de 15 Congelar a -80°C Liofilizar
3 durante minimo 12 3  durante 48
mm con avuda de un
- horas horas

tubo falcon

Figura 57. Pretratamiento del hidrogel para pruebas de estereoscopia, microscopia e
hinchamiento.

Microscopia optica

Para una observacion clara de la superficie de los hidrogeles se empled la técnica de
estereoscopia utilizada anteriormente en las pruebas preliminares. Después, con el fin de
observar los hidrogeles a un nivel mucho mas detallado y poder evaluar su topografia, se
emple6 la técnica de microscopia Optica. Esta se llevdo a cabo empleando el microscopio
OLYMPUS CX31 el cual permite tomar fotos directamente de una cdmara fotografica
permitiendo asi una mayor visibilidad y claridad de la imagen.

Figura 58. Microscopio OLYMPUS CX31.
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El proceso empleado para llevar a cabo esta prueba se muestra a continuacion:

Paso 1 Pazo 2 Pazo 3 Pazp 4 Paso 3 Paso 6
- - ) Posicionar el objetive 10X - -
Realizar el montaje Colocar el hidrogel - Doar clanidad a la imapgen Observar la estructura de la .
de la cémara en el licfilizado en un en el microscopio, acercar o utilizando el tormille muestra y tomar fotografias Darla vuelta 2

- " 1 o " alejar lamuestraconel [ . T o - I T - hidrogel v repetir

mMICTOSCOpIo ¥ portaobjetos v ubicarlo e . — micromeétrico v variando de las topografias que se s

: - tronillo macrometrico ¥ 3 - pasos 4 v 3

encenderlo en el microscopio ohservar - la intenzidad de la uz presenten -

Figura 59. Pasos a seguir para realizar las pruebas de microscopia optica.
Hinchamiento

El hinchamiento es una caracteristica fundamental en la elaboracion de hidrogeles, ya que
algunas de sus propiedades mecanicas y de biocompatibilidad, estan dadas por su capacidad de
absorber y retener agua. El porcentaje de hinchamiento es una prueba masica para lo cual se
extrajo una fraccion de los geles ya liofilizados con una masa minima de 10 mg, esta fue
pesada por triplicado y dispuesta en un tubo eppendorf de 2 mL anteriormente pesado.
Posteriormente se anadio agua destilada de tal forma que cubriera completamente el hidrogel,
en este caso se afor6 hasta 1 mL del tubo.

Con el fin de determinar el porcentaje de hinchamiento en funcién del tiempo de exposicion
del gel directamente al agua. se procedié a dejarlos inmersos en el agua dentro del tubo por un
tiempo especifico, empezando por 15 min hasta completar 5 horas.

En el momento en que se cumplia el tiempo de inmersion los tubos se colocaron en una
centrifugadora de tubos eppendorf durante 6 minutos a 3,8 rpm sin temperatura definida. asi al
retirarlos del equipo la extraccion del agua restante que no fue absorbida por el gel, se lograba
remover con mayor facilidad, y el hidrogel ya hinchado se peso por triplicado.

Con el proceso descrito anteriormente se obtuvieron las masas de los hidrogeles en diferentes
tiempos ya establecidos, sin embargo para calcular el porcentaje de hinchamiento se utilizé la
siguiente ecuacion:

%Hinchamiento(b.s) = MXM;IML* 100 9)

Donde Mx se refiere a la masa del hidrogel en un tiempo determinado y Mi a la masa inicial.
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6.3.2 Caracterizaciones de rigidez y topografia de las muestras definitivas
Rigidez

DAG

Muestras DAG
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Figura 60. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAG
compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS).
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Figura 61. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAA
compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS)
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DAF

Muestras DAF
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Figura 62. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAF
compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS).
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Figura 63. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAO
compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS).

Resultados generales
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Comparaciéon de muestras 1
Muestras de relacion 7:3 mL PVA-Alginato de Sodio
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Figura 64. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAG, DAA,
DAF y DAO compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS) en relacion
7:3 mL.

Comparacion de muestras 2
Muestras de relacion 5:5 mL PVA-Alginato de Sodio
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Figura 65. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAG, DAA,
DAF y DAO compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS) en relacion
5:5mL.
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Comparacion de muestras 3

Muestras de relacion 3:7 mL PVA-Alginato de Sodio
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Figura 66. Comportamientos viscoelasticos de los promedios de los hidrogeles DAG, DAA,
DAF y DAO compuestos por Polivinil Alcohol (PVA) y Alginato de Sodio (AS) en relacion
3:7mL.

Una vez se tuvieron los valores de cada punto en mPa'S que arroja la prueba de viscosidad para

cada una de las treinta y seis muestras, se procedid a tomar el valor del primer punto para
realizar la conversion a kPa para poder llevar a cabo el analisis de resultados (Tabla 12).

Tabla 12

Conversion de valores de viscosidad

Muestra Viscosidad en mPa-s Viscosidad en kPa-s
DAG 1.1 3,00E+05 0,3
DAG 1.2 1,03E+06 1,03
DAG 1.3 6,96E+05 0,696
DAG 2.1 2,34E+06 2,34
DAG 2.2 6,25E+06 6,25
DAG 2.3 1,07E+07 10,7
DAG 3.1 7,54E+06 7,54
DAG 3.2 1,62E+07 16,2
DAG 3.3 4,63E+06 4,63
DAA 1.1 7,40E+05 0,74
DAA 1.2 1,26E+06 1,26
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DAA 1.3 6,69E+05 0,669
DAA 2.1 2,96E+06 2,96
DAA 2.2 1,85E+06 1,85
DAA 2.3 6,97E+06 6,97
DAA 3.1 5,88E+06 5,88
DAA 3.2 4,51E+06 4,51
DAA 3.3 2,25E+06 2,25
DAF 1.1 8,52E+06 8,52
DAF 1.2 5,56E+06 5,56
DAF 1.3 1,84E+06 1,84
DAF 2.1 4,45E+06 445
DAF 2.2 1,51E+07 15,1
DAF 2.3 5,25E+06 5,25
DAF 3.1 5,47E+06 547
DAF 3.2 5,43E+06 543
DAF 3.3 1,09E+07 10,9
DAO 1.1 1,58E+06 1,58
DAO 1.2 3,30E+06 3.3

DAO 1.3 6,60E+06 6,6

DAO 2.1 4,84E+06 4,84
DAO 2.2 2,15E+06 2,15
DAO 2.3 4,53E+06 4,53
DAO 3.1 5,75E+06 5,75
DAO 3.2 2,91E+06 2,91
DAO 3.3 3,02E+06 3,02

Una vez se realizd la conversion de mPa's a kPa's del punto inicial de cada muestra se tomo el
resultado del promedio de cada triplicado y se resaltaron los valores que se encontraban en el
rango establecido en los requerimientos de 1,5 a 7 kPa.
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Tabla 13

Viscosidad en kPa-s de los promedios de los hidrogeles DAG, DAA, DAF y DAO compuestos por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (4S)

Muestra 1 Visclfls)?zd et Muestra 2 Viscl(()ls)i;asld en Muestra 3 Visclfls)?zd et
DAG 0,68 DAG 6,43 DAG 9,46
DAA 0,89 DAA 3,93 DAA 4,21
DAF 5,31 DAF 8,27 DAF 7,27
DAO 3,83 DAO 3,84 DAO 3,89

Analisis de resultados

De las graficas de viscosidad vs tasa de corte de cada una de las muestras con sus diferentes
relaciones de volumen de la solucion se pudo observar que el comportamiento es lineal y que
en comun, todas presentaron valores de viscosidad mayores en la muestra 3, la cual tiene
mayor cantidad de alginato de sodio.

En cuanto a la comparacion por relacion de volimenes de la solucion PVA-AS, las muestras
DAF y DAG, las cuales contienen mayor cantidad de solucion de cloruro de CaCl,, presentaron
valores de viscosidad mas altos que los de las muestras DAA y DAO. Lo anterior se confirma
en la tabla 13 donde se muestran los promedios en kPa's de cada muestra seglin su relacion de
volumen , pues si se observa por ejemplo la muestra DAA en comparacion a la DAF, la
primera presenta valores de 0,89 kPas y la segunda de 5,31 kPa's cuando hay mayor cantidad
de PVA, lo mismo sucede en las relaciones de igual cantidad de volumen y cuando hay mayor
cantidad de Alginato de sodio en la muestra.

Las muestras DAA y DAO mostraron buenos resultados en esta prueba ya que al menos dos de

sus relaciones de volumen de la solucion PVA-AS se encuentra en el rango de 1,5 a 7 kPa
necesario para que se promueva la diferenciacion de los precursores de oligodendrocitos.

Topografia
Para llevar a cabo la evaluacion de topografia se selecciond una muestra de cada triplicado
correspondiente a cada grupo: DAG, DAA, DAF y DAO, es decir, se evaluaron un total de 12

muestras.

Los resultados obtenidos de las pruebas de estereoscopia y microscopia Optica para cada una de
las 12 pruebas se muestran a continuacion:
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- Estereoscopia

Figura 67. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAG compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

Figura 68. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAG compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL en su estado normal y después del
proceso de liofilizado.

Figura 69. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAG compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

Las muestras DAG se llegaron a gelificar en muy poco tiempo por lo que al ser transferidas a
las cajas de petri no ocupd toda el area si no que se concentrd en el centro, y fue mucho mas
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rigido en comparacion a los demas, debido a la cantidad de CaCl, . Por esta misma razon se
observa en la imagen 64, donde es mayor la proporcion de alginato, que el gel que se obtuvo
fue mucho mas denso y en relacion a las figuras 63 y 62 no presentd porosidades.

- Microscopia optica

Figura 70. Micrografias opticas del hidrogel DAG compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente.

Figura 71. Micrografias opticas del hidrogel DAG compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL .

Figura 72. Micrografias opticas del hidrogel DAG compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente.

De las iméagenes obtenidas en las muestras DAG se puede observar que en las del nivel 1 se
presentan pequenas fibras adheridas a la superficie pero no conectadas entre si. También se
presentan entrecruzamientos, los cuales evidencian la reaccion del agente reticulante y la
solucion compuesta. En el nivel 2 se observan las fibras orientadas e interconectadas entre si.
Estas se encuentran en la mayoria del hidrogel, lo que puede afectar de manera positiva a los
oligodendrocitos, ya que estas células responden favorablemente a este tipo de topografia. Por
ultimo, en el nivel 3 se presentan fibras alineadas pero en ciertas partes del hidrogel, no en su
mayoria, pues se hay dominancia de entrecruzamientos, esto puede deberse a la composicion
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de este, pues cuenta con un 70% de alginato de sodio como componente, por lo que reacciona
de manera mas notoria con el cloruro de calcio al momento de la gelificacion.

DAA
- Estereoscopia
1.

Figura 73. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAA compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

2.

Figura 74. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAA compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL en su estado normal y después del
proceso de liofilizado.

Figura 75. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAA compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

En las imégenes de estercoscopia del hidrogel en su estado humedo de las tres muestras se
puede observar que son bastante lisas en su superficie, lo que indica que la mayoria de la
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solucion compuesta logrd en su mayoria reaccionar con el agente reticulante CaCl, de manera
uniforme. Por otro lado, las muestras liofilizadas muestran pequefias arrugas en la parte
superficial del hidrogel y a detalle se pueden observar la estructura de las fibras que lo
componen.

- Microscopia optica

Figura 76. Micrografias opticas del hidrogel DAA compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente.

Figura 77. Micrografias opticas del hidrogel DAA compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de sodio (AS) en una relacion 5:5 mL.

Figura 78. Micrografias opticas del hidrogel DAA compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente.

Teniendo en cuenta las imagenes obtenidas en los hidrogeles DAA se puede observar que el
que corresponde al nivel 1 presenta fibras alineadas en su morfologia, al igual que
interconexiones entre si en la mayoria del mismo. En los hidrogeles del nivel 2 y 3 también se
observan las fibras alineadas, que como se mencion6 anteriormente, llegan a brindar un buen
entorno de crecimiento celular.

91



- Estereoscopia

Figura 79. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAF compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

Figura 80. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAF compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL en su estado normal y después del
proceso de liofilizado.

Figura 81. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAF compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

Los tres hidrogeles en su estado humedo presentan rugosidad en la superficie, por lo que se

puede afirmar que no se dio una gelificacién uniforme y se presentan un tipo de montafas
mucho mas duras que otras partes del hidrogel, esto es mas evidente en la muestra 3. Una vez
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liofilizados se puede ver que en la muestra 1 se presentan fibras muy finas, mientras que en las
muestras 2 y 3 hay mayor presencia de surcos y rugosidad.

- Microscopia doptica

Figura 82. Micrografias opticas del hidrogel DAF compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente.

2.

Figura 83. Micrografias opticas del hidrogel DAF compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL.

3.

Figura 84. Micrografias opticas del hidrogel DAF compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente.

En las iméagenes obtenidas se destacan fibras largas, sin embargo varia de acuerdo a la relacion
de voliimenes entre PVA y AS, entre mayor porcentaje de alginato menor es la orientacion y
organizacion de las fibras, en el nivel 3 no se logran distinguir con tanta claridad como en las
demas, pero se evidencia un entrecruzamiento. Las fibras del nivel 1 son significativamente
mas delgadas y organizadas que las del nivel 2.
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DAO

- Estereoscopia

Figura 85. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAO compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

Figura 86. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAO compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL en su estado normal y después del
proceso de liofilizado.

Figura 87. Imagenes de estereoscopia del hidrogel DAO compuesto por Polivinil Alcohol
(PVA) y Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente en su estado
normal y después del proceso de liofilizado.

Durante el proceso de servida, el grupo DAO no present6 protuberancias y se expandid por
toda la caja de petri. La superficie fue uniforme y ligeramente plana. En las imagenes del gel
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liofilizado se logran observar surcos en diferentes direcciones y de diferentes areas, mas no
porosidades.

- Microscopia doptica

Figura 88. Micrografias opticas del hidrogel DAO compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 7 y 3 mL respectivamente.

Figura 89. Micrografias opticas del hidrogel DAO compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 5:5 mL.

Figura 90. Micrografias opticas del hidrogel DAO compuesto por Polivinil Alcohol (PVA) y
Alginato de Sodio (AS) en una relacion de 3 y 7 mL respectivamente.

Este grupo de muestras presenta una orientacion muy clara en sus fibras, incluso a pesar de las
diferentes composiciones de cada una. Las fibras son delgadas y estdn muy unidas entre si, no
se logran ver espacios tan grandes, ni protuberancias en la superficie. Ademas son largas y
continuas, no logra evidenciar alguna interrupcion en su organizacion. Entre ellas la superficie
mas homogénea que se llega a observar es la del nivel 2 donde el volumen de PVA y AS son
iguales.
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- Topografias obtenidas

Cada muestra presentd diferentes superficies que se observaron por medio de microscopia
optica, sin embargo incluso dentro de un mismo gel se encontraron diferentes topografias. En
la figura 86 se muestra un ejemplo de diferentes regiones del gel DAA 2, donde en la Figura 86
a se observan fibras cortas y con espacio entre ellas, mientras que en la Figura 86 c se
evidencias fibras largas, con un grosor mas delgado y se reduce el espacio entre cada una.
Mientras que en la Figura 86 b. no se logran observar fibras tan definidas, solo el
entrecruzamiento entre los materiales y poros entre si.

Ademas de las fotografias mencionadas, se obtuvieron imégenes de micrografias con fibras
alineadas, con un grosor muy fino y orientacion definida como se evidencia en la figura 86 d.
Donde a parte de unos surcos representativos del entrecruzamiento, presenta una superficie
plana de fibras ordenadas.

Estas imagenes son evidencia de que existe una organizacion entre las fibras, sin embargo no
hay una secuencia repetitiva que se clasifique como un patréon, cumpliendo uno de los
requerimientos establecidos en el disefio conceptual. La mayor organizacion se presentd en las
muestras DAO y DAA, muestras que tenian en comun la cantidad de CaCl, (2,5 mL), mientras
que los entrecruzamientos fueron mas prominentes en las muestras DAF y DAG, ya que son
generados tras la reticulacion del alginato de sodio, cuando existe un mayor volumen de agente
reticulante con la misma cantidad del polimero, las interacciones entre las cadenas poliméricas
son mas estables por lo cual la viscosidad aumenta y los entrecruzamientos son mas evidentes.

Figura 91. Micrografias opticas del hidrogel a, b, ¢ (DAA 2),d (DAO 1) . 10X
- Andalisis de longitud de fibras

Se analizaron las micrografias obtenidas en el software image J.JS, en el cual se calcularon las
longitudes de fibras continuas que lograron observar en las imagenes. Esto se realizé basado en
una calibracion de escala segun las micras observadas en un objetivo de 10X por un
microscopio optico. De esta manera se seleccionaron las fibras visibles y el programa realizo
un promedio de las medidas tomadas en cada imagen.
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Figura 92. Interfaz del software Image J.JS durante una medicion de las fibras en una
micrografia optica del gel DAG 2.

Las muestras con una longitud de fibra més alta fueron DAF 2 y DAA 1 y 3; mientras que

DAG 1 fue la que menos longitud presentd, tal como se logra evidenciar en las microscopias,
Figura 65.

Tabla 14

Longitud de fibras obtenida por ImageJ.JS

Muestra Promedio de longitud de
fibras (mm)
DAG 1 0.771
DAG2 1.137
DAG3 0.673
DAA 1 1.155
DAA.2 2.277
DAA3 1.058
DAF 1 1.680
DAF 2 2,900
DAF 3 2,271
DAO 1 2,023
DAO 2 1,975
DAO3 1,118

6.3.3 Pruebas adicionales

Ademas de las caracterizaciones reologicas y topograficas, se realizaron 3 pruebas mdas para
lograr caracterizar no solo el hidrogel, si no la metodologia de obtencion, teniendo en cuenta
los criterios de quimica verde. Se llevo a cabo espectroscopia por infrarrojo, capacidad de
hinchamiento y economia atomica.
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Espectroscopia infrarrojo

Una muestra de cada triplicado, en total 12 muestras distintas, fueron sometidas a una
espectroscopia infrarroja en estado humedo y posteriormente liofilizado, ya que como se logra
observar en la figura 99 los grupos funcionales pueden observarse en el gel seco mientras que
debido a la retencion de agua en el gel humedo se obtuvieron solo resultados del agua y una
banda propia del alginato. La banda en la region entre 3,500 y 3.000 c¢cm™ en el gel himedo es
mucho mayor que cuando la muestra liofilizada, esto se debe a que en este espectro existen
mas grupos hidroxilo, provenientes en este caso del agua que ha almacenado el gel. En cambio
de 500 a 1500 cm™ en la imagen liofilizada se alcanza a observar la presencia de enlaces
propios de los componentes, lo que se conoce como huella digital. Se muestran enlaces
simples, triples o dobles del hidrogel (Berthomieu, et al., 2009).
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Figura 93. Imagenes de estereoscopia por infrarrojo a) Muestra DAG 1 humeda. b) Muestra
DAG 1 liofilizada.

Las bandas entre 3,300 cm™ y 2,800 cm™ surgen como consecuencia del PVA, como se observa
en la figura 99, Es por esa razon que en la figura 99, donde la relacién de volumen contiene una
mayor proporcion de PVA presenta picos mas pronunciados que aquella donde el volumen de
alginato es mayor, figura 99 ,.Igualmente en la huella digital se observan dos picos entre los
valores de 1,100 y 1,400 cm™ gracias al estiramiento de grupos alcohol C-OH del PVA. Y
respecto al alginato se observaron bandas entre 1,700 y 1,400 cm™ debido a los estiramientos
de los grupos éster (Goémez, et al., 2018).

Las relaciones de volumenes dispuestas en los geles, generan una respuesta diferente que se
logra observar mediante esta prueba, como se muestra en la figura 101 la muestra DAG 1 70%
PVA -30% AS presenta picos mas marcados que las otras composiciones. Sin embargo, no solo
las cantidades de los polimeros afectan el resultado de la estereoscopia, si no también sus
condiciones.

Se compararon las muestras con las mismas relaciones de volimenes con variables del disefio
experimental diferentes, como el tiempo de agitacion y la cantidad de CaCl,. Alli se observo
que las muestras DAA, con 2,5 mL de CaCL, cuentan con picos predominantes en la relacion
70- 30 PVA:AS, Mientras que las muestras DAO lo son en la relacion 50:50 PVA:AS. Y para la

relacidon con mas porcentaje de alginato corresponde la muestras DAF con una alta cantidad de
CaCL, y un tiempo maximo de 12 horas.
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Figura 94. Imagen de estereoscopias por infrarrojo a) DAG 1 (verde). b) DAG 2 (azul). b)
DAG 3 (roja).

70-30

Figura 95. Imagen de estereoscopias por infrarrojo relaciones 70 PVA - 30 AS. a) DAG
1(verde) b) DAA 1 (rojo). ¢c) DAF 1 (azul). d) DAO 1 (gris).
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Figura 96. Imagen de estereoscopias por infrarrojo relaciones 50 PVA - 50 AS. a) DAG 2
(morado) b) DAA 2 (verde). c) DAF 2 (rojo). d) DAO 2 (azul).
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Figura 97. Imagen de estereoscopias por infrarrojo relaciones 30 PVA - 70 AS. a) DAG 3
(rojo) b) DAA 3 (gris). c) DAF 3 (azul). d) DAO 3 (verde).
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Figura 100. Porcentajes de hinchamiento de las muestras 3

El porcentaje de hinchamiento final de todos los geles se encontrd dentro del 30 y el 50%. Y se
observé que la relacion de 70% PVA y 30% Alginato presenta uno de los comportamientos mas
uniformes y altos porcentajes de hinchamiento, como lo es en el caso de la muestra DAA 1y
DAF 3 con valores de 50% y 42% respectivamente.Mientras que las muestras que menos
lograron hincharse fueron la DAG 3 y la DAO 2.
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Economia atomica

La economia atdmica es un factor que permite relacionar de forma masica, los productos
obtenidos mediante una reaccidn, esto incluyendo también los residuos del proceso, con el
producto deseado obtenido, y asi conocer la eficiencia de la reaccion al incluir la mayoria de
los reactivos en el producto final; mediante la siguiente ecuacion:

; Lo _ Masa del hidrogel *
Economia atomica = Masa total de los productos 100 (10)

Los hidrogeles fueron pesados despu¢s de dejarlos en refrigeracion durante por lo menos 12
horas, esta masa corresponde al resultado masico del producto completo, sin embargo estos
hidrogeles generaron un residuo liquido, el cual se retiré posteriormente para conocer la masa
neta del hidrogel. Este residuo podria ser agua o cloruro de calcio sin reaccionar por estar en
exceso dentro la solucion.

DAG 1
DAG 2
DAG 3
DAA 1
DAA 2

DAA 3
DAF 1

Muestra

DAF 2
DAF 3
DAO 1
DAO 2
DAO 3

0,000 25,000 50,000 75,000
Promedio E.A

Figura 101. Promedio de la economia atomica de los triplicados por muestra.

Segun la figura 101 las muestras que presentan una mayor economia atomica son la DAO 3,
DAA 1 y DAA 3 que son aquellas que coinciden el volumen de la soluciéon de CaCl, (2,5 mL),
y en las cuales se podria inferir que hubo una reaccion eficiente entre el alginato y el CaCl,.

Se realizd un analisis de la economia atomica segun las diferencias en cada grupo de
hidrogeles, que corresponde a los niveles del disefio experimental. Respecto al tiempo de
agitacion se observo que es inversamente proporcional a la economia atomica, entre mayor
tiempo menor economia, mientras que en las relaciones de volumenes es directamente
proporcional a la cantidad de alginato presente en el gel, lo cual se enlaza a la reticulacion
i6nica entre el agente gelificador y la mezcla de los polimeros, es decir, el hidrogel va a
presentar menor residuo entre mayor sea la reaccion del CaCl,, contrario a si esta en exceso.
Que es lo que reitera la figura donde se relaciona la economia con el volumen de cloruro de
calcio.
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Figura 102. Relacion entre la economia atdmica y la relacion de volumen de componentes en
el gel.
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Figura 103. Relacion entre la economia atémica y volumen de CaCl,
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Figura 104. Relacion entre la economia atémica y el tiempo de agitacion.

6.3.4 Eleccion de 1a muestra

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las caracterizaciones de micrografia optica y

reologia, se eligieron los mejores comportamientos de cada grupo, como se muestra a
continuacion:

DAG — 2 (Relacion 5:5 PVA-AS)

Se destaca el hidrogel compuesto de 5 mL de PVA y 5 mL de Alginato de sodio ya que dos de
las muestras de este nivel cumplen con el rango de rigidez establecido con valores de 2,34 y
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6,25 kPa. También al realizar la observacion de las imagenes de microscopia se evidencid que
presenta fibras orientadas y en mayor cantidad en comparacion a los otros de este grupo.

DAA — 2 (Relacién 5:5 PVA-AS)

Del grupo DAA este nivel de proporciones iguales entre PVA y AS, mostrd resultados
satisfactorios tanto en la prueba de reologia, microscopia, e hinchamiento. Su viscosidad
dindmica fluctiia entre 1,85 y 6,87 kPa*s un rango que se encuentra dentro de lo esperado,
mientras que en las imagenes obtenidas por microscopia se evidencias fibras interconectadas,
alineadas y finas.

DAF — 1 (Relacion 7:3 PVA-AS)

El hidrogel correspondiente al nivel 1 de relaciéon de volumen es el que se encuentra mas
cercano a los rango de rigidez necesarios en comparacion a los otros dos. En imagenes de
microscopia se pueden observar claramente la presencia de fibras alineadas, finas y que forman
redes entre si a lo largo de la mayoria del hidrogel.

DAO — 3 (Relacion 3:7 PVA-AS)

Se evidencié una gran respuesta por parte de las muestras DAO incluso con diferentes
relaciones volumétricas de PVA y AS, sin embargo en la obtencion de DAO 1 uno de los
triplicados no llegé a una gelificacion completa, y otro de ellos presentd errores durante la
medicion reoldgica. Como se observa en las imdgenes de microscopia tanto DAO 2 como
DAO 3 muestran fibras orientadas, sin embargo en la prueba de hinchamiento DAO 3 presentd
uno de los porcentajes mas altos de la prueba.

Teniendo en cuenta que estas 4 muestras obtuvieron resultados satisfactorios en las
caracterizaciones mas relevantes segiin la naturaleza del proyecto, se procedio a realizar una
comparacion entre ellas. Los resultados de promedio de viscosidad dindmica obtenida en los
triplicados arrojo lo siguiente:

DAG 2: 6,430 kPa's
DAF 1: 5,300 kPas
DAA 2: 3,920 kPa's
DAO 3: 3,0893 kPas

balbad s S

Donde se evidencia que todas cumplen con el rango establecido en los requerimientos que es
de 1 a 7 kPa.

Respecto a las observaciones micrograficas se determina que la muestra DAA cumple con los
requerimientos establecidos inicialmente, acerca de topografia, abarcando la orientacion,
geometria y alineacion, ya que los OL’s responden a materiales isotropicos, y con geometria
cilindrica que es la que presentan las fibras existentes en el gel. La muestra DAO 3 tiene fibras
alineadas y una superficie compacta lo que no permitiria una correcta disposicion de la célula
dentro del material, ya que es necesario que el oligodendrocito sea capaz de abarcar todo el
material, incluso dentro de €¢I, y no tan solo en su superficie. La DAF 1 en cambio también
presenta tanto fibras orientadas como espacios entre ellas que brinda viabilidad en la
diferenciacion celular.
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El porcentaje de hinchamiento es un factor relevante en la fabricacion de hidrogeles porque
garantiza una mayor aceptacion por parte del sistema biologico, y permite una difusion correcta
de nutrientes. Durante esta prueba los mejores resultados de las muestras seleccionadas son la
DAO 3 y la DAA 2 llegando a un porcentaje cercano al 50%, asi como también se destacan en
el andlisis de economia atomica.

De acuerdo a lo anterior la muestra definitiva seleccionada es la DAA 2 por que se encuentra
dentro del rango de rigidez esperado, cumple con los requerimientos topograficos y tiene una
alta capacidad de hinchamiento. Ademas de ser una propuesta en la cual sus condiciones
propician la economia atémica, debido a la reduccion del tiempo durante la agitacion de las
mezclas y en la cantidad de cloruro de calcio que se adiciona a la solucion, ya que el volumen
empleado garantiza una gelificacion uniforme en los geles de PVA:AS y no produce un residuo
tan significativo en comparacion a aquellas muestras que emplearon mas cantidad para su
obtencion, y en cambio mejora el rendimiento de la reaccion.

6.3.5 Metodologia para la elaboracion de muestra final

Se defini6 una metodologia para obtener un hidrogel con potencial aplicacion en la
diferenciacion de oligodendrocitos, a partir de los requerimientos bioldgicos y mecanicos de su
microambiente en el caso de una lesidon neurodegenerativa, posterior a realizar un analisis
riguroso de los comportamientos de muestras de PVA:AS a diferentes condiciones.

Primeramente se preparan las soluciones de Alginato de Sodio (2% p/v), PVA (4% p/v) y CaCl,
(100 mM). La solucion de PVA se lleva a agitacion durante 12 horas a 80°C. Pasado este
tiempo se mezclan las soluciones de PVA y Alginato de Sodio en una proporcion de SmL y
SmL (50%-50% p/v) y se dejan en agitacion a 200 rpm durante 8 horas a una temperatura de
20°C. Una vez esté lista la solucion compuesta, se adiciona lentamente la solucidon de cloruro
de calcio mientras la muestra aiin se encuentra en agitacion a 300 rpm, pasados 3 segundos se
transfiere rdpidamente a una caja de petri con ayuda de un pescador que sostiene el agitador
magnético que se encuentra en el vaso de precipitado. Terminado este proceso se somete la
muestra al ultrasonido durante 15 minutos. Por ultimo, se lleva a refrigeracion.

Para el proceso de liofilizacion se refrigera la muestra a una temperatura de -80°C por 12 horas
y posteriormente se lleva al liofilizador a una temperatura de -60°C durante 48 horas. El
proceso anteriormente descrito se presenta a continuacion:
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Figura 105. Metodologia de obtencion del hidrogel DAA 2 (Autoria propia)
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a las variables criticas y requerimientos establecidos mediante revision
bibliografica se seleccionaron dos ideas de concepto de materiales para la realizacion de
pruebas preliminares. Los cuales fueron Alginato de Sodio - Alcohol polivinilico y Alginato de
sodio - Carboximetil Quitosano, y se emple6 el método de reticulacion ionica para la sintesis
de un hidrogel a partir de estos biopolimeros.

Se obtuvieron los hidrogeles de PVA-AS y AS-O-CMC durante las pruebas preliminares del
disefio conceptual, y se determin6 por medio de una matriz de seleccion que los hidrogeles de
alginato de sodio y polivinil alcohol cumplieron tanto los requerimientos establecidos como las
caracteristicas de quimica verde, por lo cual se definié6 como material definitivo para el disefio
experimental. Ademas se evidencid que los materiales con mayor proporcion de alginato
cuentan con un rango de viscosidad mas amplio gracias a la reticulacion idnica con el cloruro
de calcio.

En las pruebas preliminares se observo que los geles de PVA-AS presentan comportamientos
diferentes segun la relacion de volimenes que exista entre ellos por esta razon se establecio un
disefio experimental factorial de 3 niveles: la relacion volumétrica entre los polimeros, la
cantidad de CaCl, y el tiempo de agitacion de las mezclas. Las muestras obtenidas se realizaron
por triplicado, en total se obtuvieron 36.

A partir de las pruebas de viscosidad dindmica, microscopia oOptica, hinchamiento y economia
atdmica se defini6 la metodologia de obtencion de la muestra DAA 2, la cual cuenta con los
siguientes parametros de elaboracion: igual proporcion volumétrica de AS(2% p/v) - PVA (4%
p/v), 8 horas de agitacion de la solucion y adicion de 1 mL de la solucion de cloruro de calcio
(100 mM) por cada 2 mL de la solucion de AS (2% p/v) como la més adecuada seglin los
requerimientos establecidos en el disefio conceptual y propios del sistema biologico. También
debido a que mostré un comportamiento isotrépico, con fibras de geometria cilindrica y con
una gran longitud, ademés de ser una propuesta eficiente por su capacidad de hinchamiento, la
reduccién en tiempos y reactivos obteniendo resultados favorables en las caracteristicas fisicas
de topografia y rigidez.
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RECOMENDACIONES

Durante la elaboracion de los hidrogeles se observé que el método de adicion del agente
reticulante llegaba a influir directamente en la homogeneidad de la superficie del gel,
ademads de la uniformidad en la reticulacion debido a su interaccidon con la cantidad de
alginato de sodio. Es por esto que se recomienda intentar diferentes métodos de adicion
del CaCl, a la solucidon compuesta, para evitar una distribucion incompleta y errores en
las mediciones de viscosidad dinamica.

Respecto al almacenamiento de los hidrogeles se sugiere mantenerlos en refrigeracion a
una temperatura de -5°C para evitar cambios en las propiedades fisicas del mismo,
ademas del crecimiento de microorganismos no deseados.

La agitacion permite una mayor incorporacion entre los biopolimeros utilizados, los
tiempos establecidos deben ser manejados con rigor para obtener una estructura estable
y que cuente con el beneficio de tener los dos componentes. Segun los resultados
obtenidos se recomienda usar maximo 8 horas de agitacion, sin embargo podrian
realizarse experimentos en tiempos menores para evaluar su efectividad y reducir el
consumo energético.

Los cambios abruptos de temperatura durante la congelacion, pueden llegar a generar
cristalizacion en los materiales, afectando asi su estructura y rompimiento de las fibras
presentes. Para evitar estos dafios fisicos se recomienda disminuir la temperatura
gradualmente.

La evaluacion topografica puede complementarse mediante un analisis de imagen en las
topografias observadas, no solamente en las fibras. Asi mismo se recomienda realizar
una observacion mas detallada del material por medio de microscopia electronica de
barrido que permitira evaluar caracteristicas estructurales como la porosidad.

Con el fin de verificar la funcionalidad en el sistema biologico se deberian realizar
pruebas con las células OPC, en las cuales se pueda evidenciar el proceso de
diferenciacion a OL maduros. Estas pruebas podrian realizarse empleando el hidrogel
tanto en su estado humedo como liofilizado, sin embargo se sugiere usar el himedo
para simular el medio de su microentorno y conservar sus propiedades de viscosidad.
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Anexo 1: Matriz QFD para priorizacion de requerimientos

ANEXOS

¢Como?
EI b|0mater|a| Hidroge' con
debe cumplir  |Estructura geometria  |Hidrog Hidrogel |Evaluaci|Evaluaci|Analisis
; QUé? conunrango |del hidrogel cilindrica el Hidrogel [natural, |ones ones de
¢ ) de rigidez entre |aleatoria, sin | Hidrogel [similar a los |biocom |biodegra |sintético [reoldgic |Topogra |respues
REQUERIMIENTOS 1,5y 7 kpa patrones isotrépico [axones patible [dable o hibrido |as ficas ta
Rigidez similar a la matriz
extracelular de los
oligodendrocitos 26 5 3 3 3 1 1 3 5 1 1
Topografia ideal para la
diferenciacion de OL 26 3 5 5 3 1 1 3 1 5 1
Geometria similar a la matriz
extracelular, incluyendo
axones 12 1 1 1 5 1 1 1 1 3 1
Material compatible con el
ente biolégico 13 1 1 1 1 5 5 5 1 1 3
Material degradable 5 1 1 1 1 3 5 3 1 1 3
Ningun analisis bioldgico 3 1 1 1 1 1 1 1 5 5 1
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Difusién de nutrientes y
subproductos

Presupuesto maximo para
materiales y reactivos de
3,400,000

Tiempo maximo de
obtencion de muestras de
biomaterial, 45 dias

Totalizacion

264

264

276

260

184

204

300

236

260

154

Priorizacion

100
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Anexo 2: Matriz de decision para seleccion de materiales

M2 M3 M6 M7
; M
Requerimientos Prioridad M1 Acido  Alginato - M4 2 Metacrilamida  Alginato

Poliacrilamida hialurénico  PVA Colageno PEG-MA quitosano O-CMC

El biomaterial debe cumplir con un rango de
rigidez entre 1,5 y 7 kPa, rangos similares a
la rigidez de la matriz extracelular de los
oligodendrocitos de acuerdo a los resultados
satisfactorios obtenidos en estudios.
(Makhija, 2020)

La estructura del hidrogel no debe tener
patrones, para promover la diferenciacion 10 3 1 1 3 3 3 3
de los oligodendrocitos (Whilems, 2019).

El hidrogel debe tener una topografia
isotropica. ( Moe et al., 2012 tomado de 5 1 0 1 3 1 1 1
Whilems, 2019).

La geometria del hidrogel debe ser
cilindrica, modelando la estructura de los 5 3 1 3 3 0 0 1
axones (Makhija, et al, 2020).

El hidrogel debe ser biocompatible y
biodegradable. Esto soportandose en
revision bibliografica del material a
implementar (Zue, et al., 2021).

10 3 3 3 3 3 3 3
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La naturaleza del biomaterial puede ser
sintética, natural o hibrida (Zaeri, et al.,
2022).

Los oligodendrocitos presentan mejor
diferenciacion en superficies aleatorias, no
alineadas.(Whilems, 2019)

El biomaterial debe permitir la difusion de
nutrientes y la interaccion de OL con otras
células.

El tiempo empleado en la metodologia de
obtencion de las muestras del hidrogel no
debe superar los 45 dias, teniendo en cuenta
imprevistos.

Los materiales y reactivos no deben superar
un aproximado de 3,400,000 segun lo
presupuestado.

TOTAL

15

100

%

260

86,7

180

119

60

270

90

260

86,7

275

91,7

275

91,7

280

93,3



